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Zusammenfassung 
 
In dieser Diplomarbeit wurden Transportproteine aus der Gruppe der Organischen 
Anionen Transporter (OATPs) beim Ovarialkarzinom untersucht. Da diese Proteine 
Substanzen aus den endogenen Stoffwechsel (Hormone, Prostaglandine, cyclische 
Peptide), Xenobiotika und auch Arzneistoffe in die Zellen transportieren. Daher 
könnten OATPs, die in Tumorzellen hoch exprimiert sind, auch für eine 
Chemotherapie bei Tumoren von Bedeutung sein.  
Nachdem in einer früheren Studie in der Arbeitsgruppe festgestellt worden war, dass 
mRNA Expression von spezifischen OATPs (OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1) in 
den Ovarialkarzinomzellen im Vergleich zum nicht-malignen Gewebe erhöht ist, 
wurde in Paraffinschnitten von Ovarialkarzinomproben mittels Immunhistochemie und 
Immunfluoreszenzmikroskopie die zelluläre Lokalisation von OATP3A1, OATP4A1 
und OATP5A1 untersucht.  
Das Ovarialkarzinom  hat eine sehr hohe Mortalität. Ein Grund dafür ist, dass viel zu 
oft eine Diagnose erst erfolgt, wenn sich der Tumor schon sehr weit entwickelt  hat. 
Dies gilt besonders dann, wenn sich der Tumor bereits ausgebreitet und auf andere 
Organe übergegriffen hat. Der Tumor wird chirurgisch entfernt und die Patientin wird 
mit der Standardchemotherapie Cisplatin und Paclitaxel behandelt. 
Eine dauernde Heilung dieser ausgedehnten Tumoren ist  nicht derzeit  möglich. Oft 
genug reagieren Patientinnen anfänglich gut, allerdings kommt es dann zur  
Entwicklung  von Chemoresistenzen. Dazu könnte die veränderte Expression von 
Aufnahmetransportern beitragen.  
Darüber hinaus könnten diese Transporter auch für die Tumorprogression wichtig 
sein, da sie Substanzen aus dem endogenen Metabolismus für die Zellen 
bereitstellen könnten.  
Daher war  in der vorliegenden Arbeit die Intention, bei der Beschreibung von 
Forschungen, Transportproteine  in  den  Ovarialkarzinomproben zu finden, welche 
essentiell für die  Chemotherapie  wichtig sein könnten. 
 
Es wurden Gewebeschnitten von serösen und endometroiden Ovarialkarzinomen 
verwendet, um den Nachweis von OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 mittel 
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Immunfluoreszenzmikroskopie und immunhistochemische Färbungen zu etablieren 
und mittels einer automatisierten Imageanalyse auch quantitativ zu bestimmen.  
 
Die Ergebnisse dieser Diplomarbeit zeigen, dass in den Paraffinschnitten von den 
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen diese Transporter in hoher Konzentration 
vorkommen. In allen Tumoren ist OATP4A1 in Epithelzellen und Bindegewebszellen 
nachzuweisen. Dieses OATP ist besonders bei endometroiden Tumoren hoch 
exprimiert. OATP3A1 und OATP5A1 finden sich ebenfalls in den Epithelzellen und 
sind jedoch nur vereinzelt im Bindegewebszellen nachzuweisen. Insgesamt spricht 
die starke Expression von OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 in den untersuchten 
Ovarialkarzinomen dafür, dass sich die Tumorzellen vergrößern und  weiter 
existieren können.    
Da diese Transporter auch die Aufnahme von Arzneistoffen ermöglichen, könnte die 
gezeigte OATP-Expression auch für die Verbesserung der Prognose durch neue 
Chemotherapieschemata bei Ovarialkarzinomen wichtig sein. 
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Abstract 
Transport proteins from the family of organic anion transporters (OATP, SLCO) are 
important for the uptake of endogenous compounds (hormones, prostaglandins, and 
cyclic peptides), xenobiotics and drugs into various cells and organs. Since some 
OATPs transport proteins were found to be present in tumor cells, those transporters, 
which are highly expressed, might greatly change the outcome of a certain 
chemotherapy regimen against these cancers. Therefore, it is highly important to 
assess the expression pattern of OATPs in different cancer types. Since ovarian 
cancer has a very high mortality and, after an initial good response, is highly resistant 
to standard chemotherapy, mechanisms that confer chemoresistance should be 
enlightened. 
To study transport proteins is important as multidrug resistance can be caused by an 
overexpression of MDR efflux transporters and/or an altered expression of uptake 
transporters like OATPs. Additionally, OATP transporters may favor cancer 
progression, as they can provide substances from the endogenous metabolism for 
cell survival. 
Since previous laboratory  studies has shown that mRNA expression of OATP4A1, 
OATP4A1 and OATP5A1 is highly increased in ovarian cancer as compared to non-
malignant tissue, the target  of this thesis was  to determine cellular levels of these 
OATPs in samples from ovarian cancer patients. For the approach, OATP3A1, 
OATP4A1 and OATP5A1 were studied by immunohistochemistry and 
immunofluorescence microscopy on paraffin-embedded sections of ovarian cancer 
patients. Cellular levels were assessed by an automatic microscopic image analyse 
program (TissueFAXS, TissueQUEST). 
The results of this thesis show that in the paraffin sections of ovarian carcinoma 
patients occur in high concentrations these transporters. OATP4A1 exists in all 
tumors and in epithelial, immune and stroma cells. OATP3A1 and OATP5A1 are 
detectable in tumor cell of epithelial origin, but they are only sporadically visible in 
stroma cells and inflammatory patches. 
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The data suggest that high levels of OATP3A1, OATP4A1 and OATP5A1 in the 
ovarian cancer specimens are important for tumor cell growth and progression. They 
are also interesting for cancer chemotherapy with anticancer drugs as OATP 
substrates. They may determine the outcome of a certain chemotherapy regimen in 
ovarian cancer. 
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1. Problemstellung 
 
Ungefähr 800  Frauen österreichweit sehen sich jährlich  mit der  Diagnose 
Eierstockkarzinom  konfrontiert.  Das sind etwa  5,4% aller bösartigen Tumore bei 
Patientinnen. Dies bedeutet auch, dass diese Tumoren an vorderster Stelle stehen, 
was die Anzahl der Todesfälle durch gynäkologische Tumoren betrifft. Da das 
Ovarialkarzinom  meist erst spät im fortgeschrittenen Stadium entdeckt wird, und 
außerdem die Tumoren nach einem zunächst guten Ansprechen auf eine 
Chemotherapie, bald eine Vielfachresistenz („Multidrug Resistance“) entwickeln, ist 
die 5-Jahresüberlebensrate sehr niedrig. Durch das fortschreitende, aggressive 
Wachstum der Karzinome bilden sich sehr bald Metastasen im Bauchraum und in 
anderen Organen. 
Eine der Ursachen der Vielfachresistenz ist eine veränderte Expression der 
Membranproteine, die Zytostatika in die Zellen aufnehmen (Uptake-Transporter) oder 
aus den Zellen exportieren (Drug Efflux Pumps). Dadurch kann es vorkommen, dass 
die Konzentration der Zytostatika in den Tumoren so reduziert wird, dass die für die 
zytotoxische Wirkung notwendige Konzentration der Arzneistoffe in den Zellen nicht 
erreicht wird. Die Tumorzellen überleben und sind gegen die Chemotherapie 
resistent. 
Die in dieser Arbeit untersuchten organischen Anionen-transportierenden 
Polypeptide (OATPs) können Arzneistoffe und Substanzen aus dem endogenen 
Stoffwechsel in die Zellen transportieren. Daher könnte die Expression der 
unterschiedlichen OATPs in den Ovarialkarzinomen der verschiedenen Patientinnen 
für die Krebstherapie wichtig sein. Daher wurde in dieser Diplomarbeit die Expression 
der OATP-Isoformen OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 in den Präparaten von 
serösen und endometroiden Ovarialkarzinomen von Patientinnen zu untersuchen. Es 
wurden drei OATPs mittels Immunfluoreszenzmikroskopie, Immunhistochemie und 
Tissue FAXS Analyse untersucht. 
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2.Einleitung 
2.1. Das Ovar 
2.1.1. Anatomische Grundlagen 
Die Ovarien (Eierstöcke), in denen die Eizellen in den Follikeln heranreifen, liegen 
intraperitoneal in der Eierstockgrube, der Fossa ovarica, links und rechts des Uterus 
(Gebärmutter), mit dem sie durch die Eileiter (Tuba uterina) verbunden sind. Sie sind 
einer Pflaume ähnlich, mit einer Größe von ca. 3-5 cm und einem Gewicht von 7-14g. 
Mithilfe von elastischen Bändern aus Bindegewebe sind die Eierstöcke, sowie die 
Tuben (Eileiter) zwischen Gebärmutter und der Wand des Beckens befestigt.1  
Histologischer Aufbau: (siehe Abb. 1) 
Beim Ovar können zwei Regionen unterschieden werden: Der Cortex, der das  
Parenchyms umschließt und die Medulla, die mit dem Cortex das Stroma teilt und die 
Follikel enthält. 
Ein Epithelium superficiale, das aus einer Schichte besteht, hat sich aus Epithelzellen 
der Keimleiste entwickelt, und das Ovar überzogen. Dabei handelt es sich um eine 
etwas veränderte Tunica serosa, welche ohne Übergang in die darunter liegende 
Tunica albuginea, eine weiße bindegewebige Kapsel übergeht. 
Das eigentliche Gewebe des Eierstocks besteht aus Cortex ovarii und der Medulla 
ovarii Liegenden Mark. Die äußere Rindenschicht (Eierstockrinde), enthält die 
Ovarialfollikel mit den Eizellen. Die zentrale Markschichte, enthält zahlreiche Gefäße 
eingebettet im Bindegewebe, weiters Nervenfasern und Lymphgefäße.2 
2.1.2. Funktion der Ovarien 
Die Eierstöcke haben eine wichtige reproduktive und endokrine Funktion,2 da in 
ihnen die Eizellreifung stattfindet und die weiblichen Sexualhormone (Östrogene, und 
Progesteron) in den Zellen gebildet und freigesetzt werden.3,4 
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Abb. 1 : Histologischer Aufbau des Ovars mit Entwicklung des Follikels. In der Abbildung 
wurden hier die verschiedenen Stadien der Follikelreifung bis zum Eisprung und Gelbkörper 
gezeigt.
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Die Synthese der Steroidhormone wird durch die Hormone aus der Hypothalamus-
Hypophysen Achse gesteuert. Die Hormone FSH, auch Follitropin,  und  Luteotropin  
werden von Hypophyse nach Sekretion des hypothalamischen Gonadotropin-
Relaesing-Hormons werden abgeben. Die Gonadotropine werden in das Blut 
sezerniert und gelangen in die Ovarien, wo sie die Reifung der Follikel und damit 
verbunden, auch die Freisetzung von Östrogenen regulieren.4  
Die weiblichen Geschlechtsorgane unterliegen zyklischen Veränderungen und dabei  
kommt es zu einer formalen, aber auch strukturellen Veränderung des Organs. In der 
reproduktiven Phase zwischen erster Regelblutung (Menarche) und letzter 
Regelblutung (Menopause) unterliegt das Ovar den zyklischen, hormonellen 
Veränderungen, die durch Eireifung und Eisprung bestimmt sind. Nach der 
Menopause erfolgt eine langsame Involution der Ovarien.  
Die Eizellen finden sich in den Follikeln, die Granulosa- und Thekazellen enthalten. 
Die Follikel durchlaufen während des Menstruationszyklus verschiedene Stadien der 
Reifung. 
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Aus den Primärfollikeln, welche schon pränatal entwickelt werden und die 
eigentlichen Eizellen enthalten, entwickeln sich die Sekundär- und Tertiärfollikel. In 
einem regelmäßigen Zyklus bilden sich ca. eine Woche vor der Zyklusmitte aus 
einem Tertiärfollikel in einem Ovar ein besonders schnell zu entwickelnder, 
dominanter folliculus, der sogenannte „Graafsche Follikel“, der einen Durchmesser 
bis zu 25mm aufweisen kann. In Zyklusmitte kommt es dann zum Eisprung, wobei 
ein Oozyt in die Tuba uterina freigesetzt wird und befruchtet werden kann.  
 
Postovulatorisch wandeln sich die Granulaoszellen und  die innere 
Bindegewebsschichte Theca interna  um und es entwickeln sich  Steroidhormone 
(aus Granulosaluteinzellen gebildet) und Thekaluteinzellen um. Sie bilden den 
Gelbkörper (Corpus luteum), der dann in der zweiten Zyklushälfte Progesteron in 
hoher Konzentration produziert. Wenn der Progesteronspiegel zum Ende des Zyklus 
wieder abfällt, kommt es zur Menstruation.  
 
Granulosazellen sind Epithelzellen, die in dem mehrschichtigen Stratum granulosum, 
in den Follikeln liegen. Sie synthetisieren Östrogene aus Steroidhormonvorstufen.  
Granulosazellen  werden durch weibliche Sexualhormone (Gonadotropinen) bei der 
Reifung des folliculus, aus den entsprechenden Epithelzellen, die vom 
Ursprungsexemplar stammen, übermehrere Stadien zu folliculis der sekundären Art. 
Wenn dann der Follikel der tertiären Form gereift ist, entwickelt sich dessen 
Innenschicht erst aus und es wächst der Cumuluus oophorus. Daran kann sich 
später die Eizelle anheften. Die Flüssigkeit, die die Follikelhöhle ausfüllen wird, wird 
von den Granulosazellen sezerniert. Granulosazellen formen nach dem 
Follikelsprung auch die Corona radiata, die die Eizelle einschließen wird und außen 
an der Zona pelikula der Eizelle anliegt.  
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2.2. Ovarialkarzinom  
2.2.1. Epidemiologie des Ovarialkarzinoms  
 
Der Begriff Eierstockkrebs (Ovarian Cancer) umfasst eine Gruppe bösartiger 
Erkrankungen, die von verschiedenen Zellen (Oberflächenepithelzellen/OSE-Zellen, 
Endometrium, Keimzellen, Metastasen von Tumoren in anderen Organen) in den 
Eierstöcken ausgehen.  
Die Häufigkeit des Todes durch Ovarialkarzinom beträgt anteilsmäßig an der 
Gesamtmortalität der bösartigen Tumore der Frau 5.4%. Es ist die führende 
Todesursache unter allen malignen gynäkologischen Tumoren. In Europa liegt der 
bösartige Ovarialtumor etwa bei 20- 30% aller Genitalmalignome der Frau Der 
Altersgipfel der meisten malignen Eierstocktumoren liegt um das 60. Lebensjahr.6 
Bösartige Ovarialtumore bei Patientinnen unter 45 Jahren sind selten und machen 
etwa 7% aller Tumore aus. Die Häufigkeit steigt mit dem Alter auf ca. 30% an.7  
In Österreich ist das Ovarialkarzinom das fünfthäufigste Karzinom bei der Frau mit 
jährlich rund 800 Neuerkrankungen (Statistik Austria). Etwa eine von 70 Frauen wird 
während ihres Lebens mit dieser Diagnose konfrontiert. Die primär malignen Tumore 
machen etwa 20% aller Ovarialtumore aus.  
Bei Frauen über 40 ist das Risiko ein  Ovarialkarzinom sehr hoch.8 Seit  20 Jahre ist 
die Anzahl dieser Art von Karzinomen erfreulicherweise hat stark abgenommen.9,10 
Die Mortalität dieser Art von Karzinom hat sich von 9,7 Todesfällen im Jahre 1979 
auf 5,8 Todesfälle im Jahre 2006  ( 100.000 Patientinnen)  ist weniger geworden,  
was einen Rückgang um 40 % bedeutet11.  
 
2.2.2. Entwicklung der Ovarialkarzinome  
Bis vor kurzem schienen Bemühungen der Früherkennung von Ovarialkarzinomen 
nur sehr geringen Erfolg zu haben. Die Auslöser dieser malignen Krankheit sind nicht 
vollkommen bekannt.  
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Man geht davon aus, dass bei den Ovulationen durch mehrmalige Verletzung des 
Oberflächenepithels eine Wundheilungreaktion ausgelöst wird, die durch Sekretion 
von Gewebsfaktoren und Zytokinen gesteuert wird. 
Die Oberflächenepithelzellen werden im Zuge der Wundheilung in 
Bindegewebszellen umgewandelt, sie machen eine epitheliale-mesenchymale 
Transition durch. Falls Zellen aber in das Bindegewebe einwandern und als 
Epithelzellen dort bestehen bleiben, können sie dort sogenannte Pseudozysten 
bilden, die häufig maligne entarten können. 
Dies würde erklären, warum bei vielen Zyklen mit häufigem Eisprung ein Risiko  für 
ein  solches Karzinoms höher ist, während Schwangerschaft und die Gabe von 
oralen Kontrazeptiva das Risiko herabsetzen.12 Unwichtig  scheint auch zu sein, wie 
lange ein Baby gestillt wurde, ob die erste Monatsblutung sehr spät aufgetreten ist, 
und ob die Frau ungewöhnlich früh in die Menopause kommt und ob eine 
Sterilisation (Tubenligatur) und eine Hysterektomie erfolgten. 
Genetische Ursachen, die das Risiko für einen derartigen Tumor erhöhen, sind 
bekannt. Wie beim vererbbaren Mammakarzinomen, kann das Karzinom durch eine 
Mutation im BRCA2-Gen und BRCA1-Gen entstehen13. Bei ca. 5% aller aggressiven 
Ovarialkarzinome lassen sich diese Mutationen nachweisen14.  
 
Die Oberflächenepithelzellen im Ovar (OSE) und die Ausbildung von  serösen 
Ovarialkarzionomen:15   
 
Die traditionelle Meinung besagt, dass die Karzinomzellen beim Ovarialkarzinom aus 
dem Oberflächenepithel (OSE) oder den Inklusionszysten die OSE-Zellen (OEIs) 
tragen, stammen. OEIs kommen der Eierstockrinde vor und könnten als 
Übergangsstufen zum Karzinom angesehen werden. Neuere Studien zeigen aber, 
dass dies eine zu vereinfachte Erklärung ist. Für die Pathogenese des serösen 
Karzinoms, das 80% aller Ovarialkarzinome ausmacht, wurde ein 2-Stufenmodell 
entwickelt.  
Man unterscheidet zwei Arten von serösen Karzinomen, Typ I und Typ II.  
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Typ I umfasst das „low-grade“ seröse Karzinom (LG-SC) und das „low-grade 
endometroide Karzinom“. Diese Typ I Karzinome wandelt sich kaum in ein 
aggressives Wachstum um. Man findet nur selten p53 Mutation in diesen Tumoren.  
Im Gegensatz dazu haben sie häufig Mutationen in Genen, die zelluläre 
Signaltransduktionswege regulieren, wie KRAS, BRAF, ERBB2, PTEN, und 
andere.16,14  
 
Typ II Karzinome sind die „high-grade“ serösen Karzinome und die „high-grade 
endometroiden“ Karzinome. Sie sind sehr aggressiv, haben häufig Mutationen in p53 
und sind genetisch instabil.  
Man nimmt an, dass sich die „low-grade“ serösen Karzinome stufenweise aus den 
OEIs oder serösen Zystenadenomen entwickeln. Es entstehen zunächst sogenannte 
„Borderline“ Tumore mit fraglicher Malignität und daraus schließlich invasive 
Karzinome (Sieh Abbildung 2).  
Typ II Karzinome entstehen häufig aus den Fimbrien der trichterförmigen Enden des 
Eileiters. Dort bilden sich mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit aggressive „high-grade“ 
intratubale seröse Karzinome (STIC). 
Bei der Tumorprogression kommt es dabei zu einer unkontrollierten Vermehrung der 
malignen Zellen im Eierstock. Der Tumor wächst massiv und das gesunde Gewebe 
wird von ihm zerstört. Durch Sauerstoff und Nährstoffmangel wird die Neoangionese 
gefördert und die neu-gebildeten Blutgefäße versorgen den Tumor und erlauben ein 
weiteres Wachstum. Der Tumor kann sich auf andere Organe ausdehnen und in 
späten Stadien auch in anderen Körperteilen und Organen  (z.B. Lunge) durch  
Absiedlung der Tumorzellen über das Blut oder die Lymphe bilden, Metastasen 
bilden.  
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Abb. 2: Eierstockkrebs und seine Entstehung 17 
 
TFE: tubal fimbriated end,  
BTE: benign tubal epithelia,  
OEI: ovarian epithelial inclusions (Inklusionszysten)  
OSE: ovarian surface epithelia (Oberflächenepithel)  
STIC: serous tubal intraepithelial carcinoma  
LG-SC: low-grade serous carcinoma  
HG-SC: High-grade serous carcinoma 
 
2.2.3. Histologie  
 
Das Ovarialkarzinom ist mit über 90% der häufigste aller malignen Tumore. Dabei 
werden verschiedene histologische Subtypen unterschieden, die von den Geweben 
ausgebildet werden.  
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Zuerst die Epitelialzellen, die die Oberfläche des Eierstocks bedecken, wobei die 
meisten dieser Epitelial Tumoren gutartig sind und die bedeutsamste Gruppe unter 
den malignen Tumoren ausmachen, nämlich über 80 % der Fälle. Die Stromzellen 
stammen aus den Ovarien und produzieren die weiblichen Hormone. Sie stehen in 
Zusammenhang mit seltenen Arten von Ovarialkarzinomen. Zuletzt kommen die sich 
aus den Ovarcellula entwickelnden Keimzellen.18  
Das epitheliale Ovarialkarzinom wird in acht histologische Untergruppen eingeteilt:  
Am häufigsten kommt das seros-papillare Adenokarzinom, mit einer 
Wahrscheinlichkeit von 50 % vor, im Vergleich zu Muzinose und dem endometroiden 
Karzinom, die jeweils 10–12% vorkommen. Ein seltenes Karzinom ist das klarzellige 
Ovarialkarzinom mit nur 5%.19  
Durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) wurde eine weltweit gültige Einteilung 
der Ovarialtumoren nach der Histogenese durchgesetzt. Insgesamt werden neun 
Gruppen mit jeweils verschiedenen Unterklassen unterschieden.20,21  
 
2.2.4. Einteilung der Ovarialtumoren 16 
 
Die meisten Tumore gehen vom Oberflächenepithel aus, nur wenige Tumore 
entstehen aus den Keimzellen.  
Die Zellen des Oberflächenepithels sind nicht vollständig ausdifferenzierte Zellen mit 
einem charakteristischen Phänotyp. Sie tragen mesotheliale und epitheliale Marker 
wie Vimentin und Zytokeratine. Das OSE, das das Ovar überzieht, ist mit dem 
Mesothelium, das alle anderen Organe im Becken und Abdomen überzieht, ident. Es 
unterscheidet sich aber embryologisch von dem Müllerschen Epithelium. 
 
 
Ausgangspunkte für die Entstehung des Ovarialkarzinoms können sein: 
  
 das ovarielle Oberflächenepithel bzw. seröse Inklusionszysten,  
 Endometrioseflächen im Ovar  
 Fimbrientrichter in den Tuben  
 das sekundäre Müllersche System  
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Adenokarzinome des Ovars werden manchmal auch als maligne Oberflächenepithel-
Stroma-Tumoren bezeichnet. Das kommt daher, dass einige dieser Tumoren von 
den OSE ausgehende Tumorzellen und ein spezialisiertes Stroma besitzen. 
  
Je nach Herkunft der Tumoren unterscheidet man18,19:  
 
1) Epitheliale Tumoren (vom OSE ausgehend)  ca. 65-75%  
 
• Seröse Tumoren                                               46% 
• Muzinöse Tumoren                                            36%  
• Endometroide Tumoren                                     8%  
• Klarzellige Tumoren  
• U.a. z.B. undifferenzierte Tumore  
 
2) Keimzelltumoren   (von der Oozyten ausgehen)   ca. 15%  
 
 Dysgerminom  
 Dottersacktumor (Endodermale Sinutumoren)  
 Teratokarzinome  
 Chorionkarzinome  
 Embryonale Karzinome  
 
 
3) Keimstrang-Stroma-Tumoren (meist Botenstoff-produzierend)  
 
 Z.B. Granulosa- und Thekazelltumoren  
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4) Lipidzelltumoren                                     <1%  
5) Gonadoblastome                                    <1%  
6) Bindegewebige Tumoren  
7) Unklassifizierte Tumoren                    <1% 
8) Metastasen (Brustkrebs, Krukenberg-Tumor bei Magenkarzinom,...)  
 
2.2.4.1. Epitheliale Tumoren 22,18 
 
Epitheliale Ovarialtumoren gehen von OSE aus. Dabei wird zwischen Tumoren mit 
niedrigem malignen Potential und invasiven aggressiven Tumoren unterschieden. 
Zur letzteren Gruppe gehören auch gemischt epithelial-mesenchymale Tumoren, 
sowie das endometroide Stromasarkom.  
 
 Endometriode Karzinome18,20 
 
Ausgangspunkt ist häufig eine Endometriosezyste im Ovar. Auch bei diesen 
Tumoren wird zwischen solchen mit Borderline-Malignität (niedriges malignes 
Potential) und invasiven, aggressiven Tumoren unterschieden. Zu den aggressiven 
Tumoren gehören auch das endometroides Stromasarkom, und undifferenzierte 
Sarkome  
 
 Muzinöse Karzinome:23 
 
Dies sind drüsig und drüsig-zystisch gebaute Tumore, die häufig eine intestinale 
Differenzierung aufweisen. Nicht selten handelt es sich  nicht um ein  Adenokarzinom 
des Ovars, sondern um Metastasen vom  Gastrointestinaltrakt.  
 
 Klarzellkarzinome 
Es handelt sich um einen seltenen, hochmalignen Ovarialtumor, der glykogenhaltige 
Klarzellen enthält. Er entsteht oft nach einer Endometriose des Ovars und Beckens.  
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Beim klarzelligen Ovarialkarzinom hingegen liegt die Überlebensrate innerhalb der 
ersten fünf Jahre nur bei 12% und auch innerhalb des ersten Stadiums bei nicht 
mehr als 60%.8 
 
 Keimzelltumor  
 
Die von den Keimzellen ausgehenden Tumore bei der erwachsenen Frau sind meist 
benigne Demoidzysten, obwohl auch maligne Keimzelltumore, die sehr bösartig sind, 
vorkommen. Zystenartige Teratome kommen bevorzugt bei jungen Frauen vor. 
Ebenso verhält es sich bei dem  Dysgerminom und den Dottersacktumor. Zur 
Behandlung verwendet man bevorzugter Weise  Intensive Chemotherapie. 
 
Es gibt drei Hauptgruppen von Keimzelltumoren: 
 
 Gutartige  Läsionen: Dermoidzysten  
 Maligne Läsionen: Von ihnen sind vor allem Patienten über dem 40. 
Lebensjahr betroffen. Sie entstehen aus Dermoidzysten.  
 Primitive maligne Keimzelltumoren: dazu gehören vor allem 
Dottersacktumoren, unreife Teratome und gemischte primitive 
Keimzelltumore.16  
 Dysgerminome  
 
Dottersacktumoren:  
 
Circa 20% aller malignen Keimzelltumoren sind Dottersacktumoren. Sie treten fast 
nur unilateral und bei Frauen unter 20 Jahren, auf. Man findet im Serum meist einen 
erhöhten Wert an dem Tumormarker α- Fetoprotein(AFP).  
Daher kann der Erfolg der chirurgischen und chemotherapeutischen Intervention 
durch Bestimmung des Tumormarkers (AFP) überprüft und gesteuert werden.16,8  
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2.2.4.2. Keimstrang –Stroma Tumoren :  
 
Solche Tumoren können von den Keimsträngen und auch von dem Mesenchym der 
embryonalen Gonaden gebildet werden. Unter Umständen bilden manche dieser 
Tumoren Steroidhormone. Östrogen kann vermehrt durch Granulosazelltumoren und 
Thekome produziert werden.24,19,25  
 
 Granulosazelltumoren  
 
Diese Arten von Tumoren produzieren am häufigsten Östrogen und sind ebenso die 
häufigsten Tumoren dieser Gruppe, mit etwa 70%. Die Überlebensrate innerhalb der 
ersten zehn Jahre liegt bei ca. 90%. 26 Typisch für diese Karzinome ist, dass sie trotz 
einer operativen Entfernung, häufig wieder auftreten. Beim Auftreten von Metastasen 
in den Lymphknoten oder in der Bauchhöhle und entfernten Organen ist die 
Überlebensrate eingeschränkt.  
Diese Tumoren sind einseitig und mikroskopisch gesehen zeigen sie eine graugelbe 
Farbe, die durch Lipoideinlagerungen entstanden ist.  
 
 Thekazelltumoren  
 
Viele benigne, maligne, primäre oder metastatische ovarielle Tumoren enthalten eine 
große Zahl an Thekazellen. 27  
 
2.2.5. Metastasen:  
 
Sie machen etwa 10% der Ovarialkarzinome aus. Nicht selten entstehen 
metastatische Tumoren im Ovar durch Absiedlung von Tumorzellen aus Leber, 
Lunge, Gehirn und, sogar aus Knochentumoren über die Lymphe, aber auch über die 
Blutwege. Die Metastasierung erfolgt somit lymphogen, hämatogen oder es kann 
sich um peritoneale Absiedlungen handeln.19,28  
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Wichtig, damit  festgestellt wird, wie weit sich der Tumor schon verbreitet hat, werden 
die Ausbreitung, Größe der Tumore, Lymphknotenbefall und Fernmetastasen eruiert. 
Zur Stadienteilung des Ovarialkarzinoms verwendet man den Begriff TNM-
Klassifikation29, 25 
 
 die Ausmaße der Raumforderung des Tumors, wie weit er sich ins 
umliegende Gewebe verbreitet hat (T)  
 wie weit die Lymphknoten betroffen sind (N)  
 das Bestehen von Fernmetastasen (M)  
 
Die FIGO-Klassifikation (international Federation of Gynecology and obstetrics), 30 
die den Eierstockkrebs in vier verschiedene Tumorstadien einteilt, stellt zusätzlich 
zum TNM-System einer weiteren Einteilungsmöglichkeit für die Diagnose und damit 
verbunden die Therapie des Ovarialkarzinoms dar.  
 
 FIGO I: Es können ein Eierstock oder beide befallen werden.  
 FIGO II: Im Becken breitet sich das Ovarialkarzinom aus.  
 FIGO III: In der Bauchhöhle (sog. Peritonealhöhle) sind bereits Metastasen 
des Ovarialkarzinoms festzustellen, ebenso wie in den Lymphknoten.  
 FIGO IV: Metastasen sind bereits in verschiedenen Regionen und Organen  
des menschlichen Körper  zu finden, wie etwa in der Lunge, aber auch in 
der Leber.  
 
2.2.6. Alter als Risiko  
 
An einem Ovarialkarzinom zu erkranken wird ab 40  deutlich höher.  Wurde in der 
Familie schon ein ovarial- oder Mammakarzinom diagnostiziert, besteht eine deutlich 
höhere Wahrscheinlichkeit zu erkranken.31  
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2.2.7. Symptome  
 
Das Ovarialkarzinom bleibt lange ohne spezifische Symptome. Die Beschwerden 
werden erst merkbar, wenn beim Tumor eine bestimmte Größe erreicht hat. Da sie 
eher unspezifisch sind, werden sie oftmals nicht rechtzeitig registriert.  
Z.B.: Verstopfung, Schmerzen im Unterbauch, tiefe Rückenschmerzen oder auch 
Leistungsschwäche, resultieren möglicherweise aus einer bösartigen Erkrankung des 
Ovars, können jedoch andererseits ebenfalls Anzeichen für eine völlig ungefährliche 
Krankheit sein.  
 
Wenn bei einem FIGOIII Tumor bereits Absiedlungen in der Peritonealhöhle zu 
finden sind, kann sich Liquor im Bauchraum ansammeln. 
Es kommt zu einem Aszites. Diese Symptome ergeben sich durch das 
Tumorwachstum. Die betroffenen Frauen können gleichzeitig an Gewicht verlieren 
und der Tumor selbst vergrößert sein Wachstum und damit den Bauchumfang der 
Betroffenen beträchtlich. Auch wenn Patientinnen sich bereits in der Menopause 
befinden, können bei einem Ovarialkarzinom noch Blutungen auftreten.  
 
2.2.8. Einteilung des Ovarialkarzinoms nach FIGO32 
 
Die Strukturierung der einzelnen Stadien nach FIGO und die TNM Klassifikation 
beruhen auf Befunden und Diagnosen im klinisch-präoperativen, intraoperativ 
makroskopischen sowie histologischen und zytopathologischen Bereich.  
 
 
Tabelle 1: Stadien des Ovarialkarzinoms: TNM-Klinische Stadien des Ovarialkarzinoms.
 19,27,40,
 
 
T-Primärtumor  
TNM- Kategorien  FIGO- Stadien  
T Der ursprüngliche Tumor kann nicht zugeordnet werden. 
T0 Kein maligner Primärtumor.  
T1 I Der Tumor tritt nur in den Eierstöcken auf. 
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T1a IA Der Tumor betrifft nur einen Eierstock und die Kapsel ist noch nicht 
befallen  
T1b IB Nur die Eierstöcke sind vom Tumor betroffen, wobei die Kapsel nicht 
involviert ist. Es  besteht keine übermäßige Wasseransammlung im 
Bauchraum.  
T1c IC Der Tumor ist auf beide Ovarien begrenzt, allerdings geht er mit 
einer Kapselruptur einher; Tumorzellen sind an der Oberflache oder 
in der Peritonealspülung nachweisbar. 
T2 II Der Tumor hat einen oder auch beide Eierstöcke, sowie  das kleine 
Becken erreicht.  
T2a IIA Ausdehnung oder Metastasierung des Tumors ist in den Uterus oder 
die Tuben erfolgt. 
T2b IIB In diesem Stadium breitet sich der Tumor im Gewebe des kleinen 
Beckens aus.   
T2c IIC Ausbreitung im Becken, zusätzlich maligne Zellen im Aszites oder 
mit einer positiven Peritonealzytologie nach Peritonealspülung 
T3 
und/od 
N1 
III Befall eines Eierstockes, oder es sind beide betroffen; auch der 
übrige Bauchraum, und nicht nur das Becken  von Metastasen oder 
regionalen Lymphknotenmetastasen betroffen. 
T3a IIIA Mikroskopische Peritonealmetastasen, mit Metastasen auf der 
Leberkapsel, die Lymphknoten sind negativ 
T3b IIIB Makroskopische Peritonealmetastasen (<2cm), Metastasen auf der 
Leberkapsel, Lymphknoten sind negativ 
T3c 
und/od
N1 
IIIC Makroskopische Peritonealmetastasen (>2cm) und positive 
regionale Lymphknoten 
IV Fernmetastasen  

 Ausbreitung des Tumors:  
 
Es gibt drei Stadien der Tumorausbreitung  
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1. Die intraperitoneale Tumorausbreitung erfolgt im Bauchraum. Dabei lösen sich 
aus der Oberfläche des Ovars Tumorzellen und diese können sich durch die 
Peritonealflüssigkeit im Peritoneum verteilen.33  
2. Die lymphogene Ausbreitung (regionäre Lymphknoten) ist häufig im 
fortgeschrittenen Stadium zu finden. Die Tumorzellen breiten sich durch die 
Lymphspalten des Diaphragmas oder über retroperitonale Lymphknoten aus.  
3. Die hämatogene Ausbreitung ist eine eher seltene Form.18,19  
 
2.3. Therapie  
 
Bei der Behandlung von Ovarialkarzinom ist es nicht unwesentlich, welches Stadium 
das Karzinom erreicht hat und  welche Organe des Körpers er schon betroffen sind.  
Mittlerweile haben sich die Therapieergebnisse deutlich verbessert. Bei der 
Ovarialkarzinom-Therapie erfolgt meist zuerst eine Operative Entfernung des Tumors 
und dann anschließend erfolgt eine zytostatische Behandlung oder eine 
Strahlentherapie.  
 
Die Behandlung besteht meistens aus drei Verfahren  
  
1. Operationen  
2. Begleitende Chemotherapie.  
3. Bestrahlung  
 
Mehr als 70% der Ovarialkarzinome sprechen auf eine Chemotherapie zunächst 
positiv an.34,35,36 
 
2.3.1.  Operation  
 
Die Diagnose der Ausdehnung des Ovarialkarzinoms bestimmt, wieweit die 
Operation des Tumors gehen muss. Meistens werden die Ovarien und auch die 
Gebärmutter operativ entfernt. 
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Ebenso wird meist ein Teil des Peritoneums entfernt. Dabei werden Proben zur 
histologischen Untersuchung entnommen, um eventuelle Metastasen während der 
Operation zu lokalisieren und gegebenenfalls, die Operation zu erweitern.  
 
2.3.2.  Chemotherapie  
 
Patienteninnen, die im frühen Stadium des Ovarialkarzinoms operiert werden, wo der 
Tumor völlig entfernt werden kann, benötigen keine adjuvante Chemotherapie Durch 
den chirurgischen Eingriff allein haben Sie eine gute Prognose.37 Weniger als 10 % 
der Patientinnen, die im Stadium Ia einen gut differenzierten Tumor haben, erleiden 
innerhalb von 10 Jahren ein Rezidiv. Tumore mit mäßiger und schlechter 
Differenzierung, sowie höhere Tumorstadien haben bereits ein Rezidivrisiko von 
mindestens 20%.38  
In dieser therapeutisch schwierigen Situation (meist liegen Ovarialkarzinome in 
fortgeschrittenem Stadium mit ungünstiger Prognose vor), bietet sich eine 
Behandlung mit Paclitaxel und Carboplatin (oder früher Cisplatin) in Kombination an. 
Diese Chemotherapie erfolgt sechs Mal (je eine Gabe entspricht einem Zyklus) und 
wird in einem Zeitabstand von drei Wochen verabreicht.39, 40 Besonders positiv beim 
bei dieser Therapie ist, dass sie für die Patientinnen bei hoher Wirksamkeit, relativ 
gut verträglich ist. Erwähnenswert ist, dass Paclitaxel, das ursprünglich aus Taxus 
brevifolia (Pazifischen Eibe) stammt, die Mikrotubuli so weit stabilisiert, dass sie ihre 
Aufgabe bei der Zellteilung nicht mehr wahrnehmen können. Die Krebszellen sterben 
daraufhin ab, wobei apoptotische Mechanismen von zentraler Bedeutung sind.  
Allerdings stellt sich nach  anfänglichem Therapieerfolg sehr oft zu einen Resistenz 
die sich gegen eine Vielzahl von Zytostatika richtet. Diese Multiresistenz kann auch 
durch die vermehrte Expression von Effluxpumpen aus der Familie der ABC-
Transporter zum Teil erklärt werden. 
 
2.3.3. Begleitende Chemotherapie  
Durch die begleitende Chemotherapie wurde die 5-Jahres Überlebensrate von 74% 
auf 82% gesteigert.41 In der Chemotherapie nimmt man Medikamente wie 
Zytostatika, weil Ovarialkarzinome auf eben diese sehr empfindlich reagieren.  
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Diese hemmen entweder das Krebszellenwachstum oder können die 
Mikrometastasen zerstören. Sie werden eben besonders nach erfolgreichen 
Operationen angewendet.42,43,19 
Die Chemotherapie bei Patientinnen der FIGO III/IV erfolgt nach einem genauen 
Schema und umfasst ca. 6  Runden mit einer Pause  von 21 Tagen. Die 
Intensivierung der Dosis während der Behandlung  hemmt die Ausbreitung  des 
Karzinoms. Häufiger kommt es in der Chemotherapie zur Kombination der beiden 
Medikamente Carboplatin und Praclitaxel als Standardtherapie. Zurzeit gilt diese 
Therapie als die beste der üblichen Chemotherapie-Behandlungen, unter anderem, 
auch weil die Nebenwirkungen erträglich sind.  
Bei fortgeschrittenem Ovarialkarzinom, wenn der Tumor bereits in der Bauchhöhle 
inoperabel ist, oder wenn die Chemotherapie nicht zu einer Heilung führt, führt man 
die palliative Chemotherapie zur Verbesserung der Lebensqualität durch.44  
 
2.3.4. Strahlentherapie  
 
Zurzeit spielt die Strahlentherapie zur Behandlung von Patienten, die bereits operiert 
wurden und auch eine Chemotherapie bekommen, in der unterstützenden bzw. 
primären Therapiesituation, eine geringe Rolle. Doch in  einer bestimmten Situation 
wird die Behandlung mit Strahlen notwendig, wenn Tumorreste nach Operation und 
platinhaltiger Chemotherapie eines fortgeschrittenen Karzinoms verbleiben. Bei 
mikroskopischen Tumorresten können 3-Jahresüberlebensraten von 50%, bei 
makroskopischen Tumorresten von über 25% erzielt werden.45 
2.3.5. Chemotherapieresistenz  
 
Leider kommt es oft genug, selbst wenn die Patienten nach der Primärbehandlung 
positive Reaktionen zeigen, bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen zu 
Resistenzerscheinungen.  
 
 
 
29 
 
Resistenzformen 
2.3.5.1. Primäre Chemoresistenz:  
Bereits vom Beginn der Behandlung an, zeigen sich zu wenig positive Auswirkungen 
auf den Tumor.  
 
2.3.5.2. Sekundäre Resistenz:  
Zuerst scheint der Tumor auf diese Art gut behandelbar, doch die Resistenz zeigt 
sich erst im weiteren Verlauf. 46 
 
2.3.5.3. Vielfachresistenz:  
 
Dabei sind mehrere Ursachen festzustellen:  
 
 Membranäre Transportproteine:  
 
Bestimmte Therapeutika der Chemotherapie gelangen mit Hilfe von 
Transportproteinen, die Bestandteile der Zellmembran sind, in die Zellen und sie 
werden auch durch Transporter wieder aus den Zellen entfernt.  
Beispiele für die Effluxtransporter sind die Effluxpumnpen der ABC-
Transporterfamilie. Ein bekanntes Beispiel ist das P-Glykoprotein aus der Familie der 
ABC-Transporter ABCB1, welches als Art Pumpe fungiert, um  Energie zu gewinnen,  
 
die für das Transportieren verwendet wird und das geschieht durch Spaltung der  
ATP. Es ist daher imstande toxische Stoffe aus den Zellen „hinaus zu pumpen“.47  
 
Weitere ABC-Transporter sind die MRPs (Multidrug Resistance Related Proteine). 
Das sind Transmembranproteine aus der Familie der ABC-Transporter. Diese 
Effluxpumpen werden in resistenten Zellen von Tumoren vermehrt exprimiert 
undbewirken durch den verstärkten Efflux von zytostatisch wirksamen Verbindungen, 
dass diese in den Zellen die kritische Konzentration, die zum Töten der Krebszelle 
notwendig wäre, nicht erreichen.48,36,49 
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Wieweit Aufnahmetransporter aus der Familie der OATPs für die Aufnahme von 
Zytostatika wichtig sind, eine Resistenz verursachen können, muss aber erst 
untersucht werden.  
 
 Mutationen 
 
Genetisch bedingt sind Krebszellen häufig nicht stabil. Durch Mutationen in den 
Angriffspunkten der Zytostatika, verlieren diese die Wirksamkeit. Die malignen Zellen 
sterben daher nach Zytostatikabehandlung nicht ab (Chemoresistenz).  
 
 Enzyme  
 
Wenn in den malignen Zellen bestimmte Enzyme nicht exprimiert werden, können 
Zytostatika, die an diesen Enzymen angreifen sollen, nicht in genügendem Ausmaß 
wirken. Die Zellen überleben und es kommt ebenfalls zur Resistenz.50,51  
 
 
2.4. OATP Transporterfamilien  
2.4.1. Die Familie der Organic Anion Transporting Polypeptide (OATPs)  
 
„ Organic Anion Transporting Polypeptid“ (beim Menschen OATPs, bei anderen  
Spezies Oatps) sind eine wichtige Transportproteinfamilie für die intrazelluläre 
Aufnahme von Arzneistoffen durch die Membranbarriere.  
 
Dieser Vorgang läuft als erleichterte Diffusion ohne ATP-Verbrauch ab. OATPs 
gehören zur Superfamilie des Solute-Liquid Carrier (SLC). Bisher wurden 378 
humane SLC-Transporter identifiziert, die in 48 Familien eingeteilt sind52 und bilden 
die Familie SLC21 (Genfamilie). Anhand der Aminosäurensequenz wird die OATP-
Superfamilie in sechs Familien, die Unterfamilien mit den einzelnen OATPs 
enthalten, eingeteilt.  
Mitglieder der OATP Familien besitzen untereinander eine über 40% identische AS-  
Sequenz und die Subfamilien weisen eine über 60 % Sequenzhomologie auf.  
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Beim Menschen sind 11 OATPs nachgewiesen.  
OATPs/Oatps wurden nicht nur bei Menschen und Säugetieren, sondern auch bei 
Vögeln, Insekten und Fischen  gefunden.48,53 
Das Molekulargewicht der organischen Anionen ist größe als 450 Dalton und sie sind 
Substrate der OATPs, wie auch Kationen und neutrale Moleküle.46,54 
  
OATPs sind Na +1 -unabhängige Transmembrane Transporter55,56 die eine Vielzahl 
an endogenen und exogenen Substraten wie z.B. Gallensalze, Steroide, 
Schilddrüsenhormone, anionische Polypeptide, Eicosanoide, PGE2 und auch 
unterschiedliche  Heilmitteln  (Bsp. Statine, Antibiotika und Chemotherapeutika wie 
Paclitaxel, Docetaxel, Methotrexat) in die Zelle transportieren.  
OATP Transporter wurde in den verschiedensten Geweben wie Leber, 
Gastrointestinaltrakt, Niere,  Plazenta, Gehirn u. a nachgewiesen. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.3: Ausgewählte Zytostatika als Substrate für OATPs.
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2.4.2. OATP Familien in verschiedenen Spezies  
 
Derzeit sind 52 OATP Mitglieder bekannt, die bei verschiedenen Tieren, nicht aber  
bei Pflanzen, Hefen und Bakterien, vorkommen.43 Sie finden sich beim Menschen 
und auch bei Nagetieren. Diese 36 OATPs lassen sich in 6 Familien (OATP1-6)  
mit insgesamt 13 Subfamilien einteilen.  
 
Alle OATPs besitzen eine Grundstruktur aus 12 Transmembrandomänen, wobei 
sowohl das C- als auch das N-terminale Ende intrazellulär lokalisiert sind. Darüber  
hinaus befindet sich zwischen den Transmembrandomänen 9 und 10 eine große  
extrazelluläre Domäne (TM-Domäne 5), die durch zahlreiche Disulfidbrücken  
charakterisiert sind.60  
 
Besonders intensiv erforschte man die verschiedenen OATPs durch 
pharmakologische Methoden. Diese stellen im menschlichen Körper einen absolut 
wesentlichen Beitrag zum Stoffwechsel. Verschiedenste amphipathische Substrate, 
wie auch organische Anionen und Medikamente, werden weitergeleitet. 
Möglicherweise geschieht dies austauschend mit verringertem Gluthtion, die in das 
Innere der Zellen weitergeleitet werden. So wird die Durchdringung der Membran für 
Statine, ACE-Hemmer und Zytostatika (Paclitaxel,…).  
Dem Studium anderer Forschungen und deren Zusammenfassungen war ersichtlich, 
dass Transporter in verschiedenen Prozessen beteiligt sein können, wie etwa 
Identifizierung von Na-Fluo in vitro. Es wird klar, dass die Aufnahme von Na-Fluo in 
vielen Fällen deutlich gehemmt wird, jedoch bei Versuchen mit erzielten eines 
Hamsters (OATP1B1, OATP1B3 und OATP2B1 wurden transfiziert) zeigte sich eine 
Aufnahme von Na-Fluo. Im Endeffekt werden die erzielten Forschungsergebnisse 
auch für die Untersuchung der menschlichen Leber verwendet.61  
Es zeigt sich jedenfalls, dass in Zukunft die Forschungen bezüglich der 
Transportproteine einen weitaus höheren Stellenwert bekommen müssen, da diese 
eine Verbesserung der Therapiemöglichkeiten bedeuten. 
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Abb. 4: Expression von der OATP-Familie und deren Mitglieder (OATP1A2, OATP1B1, 
OATP1B3 und OATP2B1),die in den gesunden Geweben, wie auch in den Tumorzellen 
vorkommen.
50,51
 
 
2.4.3. Mitglieder der Transporterfamilie OATP und ihre Funktion  
 
Die Familie OATP1 ist die größte und am besten untersuchte OATP Familie und  
besteht aus den 3 Unterfamilien OATP1A, 1B und 1C.  
 
OATP1A2(OATP-A) wurde in verschiedenen Geweben wie Leber, Gehirn, Darm,  
Ziliarkörper, und Niere beschrieben und transportiert viele verschiedene Substrate,  
wie Gallensäuren, Arzneistoffe, verschiedene organische Anionen und Kationen, 
besteht aus 670 Aminosäure62 und ist der einzige Humanvertreter der OATPA1 
Subfamilie.48 
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Die leberspezifischen OATP1B1(OATP-C) und 1B3 sind an der basolateralen 
Hepatozytenmembran lokalisiert und sind für die Clearance von Substanzen durch 
die Leber von Bedeutung. Arzneistoffe wie Benzylpenicillin, Pravastatin und 
Rifampicin und die natürliche Toxine Microcystin und Phalloidi wird durch OATP1B1 
transportiert.  
OATP1B1 ist der best-charakterisierte OATP Transporter der OATP Familie. 
SLCO1B1 ist am Chromosom 12p12 lokalisiert.48 
 
OATP1B3 (OATP8, LST-2) besteht aus 702 Aminosäuren.63 SLCO1B3, ist am 
Chromosom 12p12 lokalisiert48 und dieses Protein hat auch eine ähnliche 
Substratsspezifität wie OATP1B1. 
 
OATP 1C1(OATP-F) transportiert vor allem die Schilddrüsenhormone T3, T4, und  
rT3.  Es kommt im Gehirn und Hoden vor. Man kann sie finden in Maus und Ratten 
entdecken und es besteht aus 712 Aminosäuren.64 
SLCO1C1 ist am Chromosom 12p12 lokalisiert und transportiert sehr weniger Stoffe 
wie Bromosulfophtalein. 
 
 OATP2 Familie 
 
In der OATP2 Familie finden sich die beiden Untergruppen OATP2A1(OATPA) und 
2B1(OATP-B), wobei der OATP2A1, auch Prostaglandintransporter genannt, 
ubiquitär exprimiert wird. Zu seinen Substraten zahlen hauptsachlich Eicosanoide wie 
auch PGE2. Er scheint an der Regulation der perizellularen PG-Spiegel beteiligt zu 
sein. Das SLCO2A1 Gen ist auf das Chromosom 3q21 lokalisiert. Es wird in 
verschiedene Gewebe expremiert, wie z.b. Gehirn, Placenta, Lunge, Darm und 
Dünndarm. Am häufigsten findet man die Expression im Skelettmuskel und im Herz. 
 
OATP2B1 findet sich in verschiedenen Geweben wie Darm, Nieren, Lunge, 
Plazenta, Gehirn und transportiert Estrogen (E) und E-Derivate wie E-3-Sulfate. 
SLCO2B1 ist am Chromosom 11q13 lokalisiert.48 
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 OATP3 Familie 
 
Von der OATP3 Familie ist nur ein Mitglied bekannt und zwar der OATP3A1(OATP-
D), dabei liegt eine Amiosäurensequenz Übereinstimmung von 97% vor.47 
wovon aber zwei Splissvarianten identifiziert wurden, die aus 710 und 692 
Aminosäuren bestehen. OATP3A1 ist ubiquitär exprimiert. Zu seinen Substraten 
zahlen Prostaglandine und Thyroidhormone. Diese Proteine befinden sich im 
Hirn(und auch in andere Organe  wie die Niere etc...). 
 
 OATP4 Familie 
 
Die OATP4 Familie umfasst die zwei Unterfamilien OATP4A und OATP4C mit je 
einem Vertreter. 
 
OATP4A1 (OATP-E) kommt ubiquitär vor und transportiert unter anderem Hormone 
(T3, Estronsulfat), sowie Taurocholat, und Prostaglandin E2. SLCO4A1 ist auf dem 
Chromosom 20q13.33 lokalisiert.48 
Sie wurden in der Plazenta und im Gehirn gefunden und enthalten etwa 722 
Aminosäuren, die mit einen Molekulargewicht von ungefähr 65 kDa ausgestattet sind. 
 
OATP4C1 wurde in der Niere gefunden und transportiert auch Medikamente und 
besteht aus 724 Aminosäuren. SLCO4C1, ist das Chromosom 5q21.2 lokalisiert.46 
Mutationen in diesem Transporter können mit Hochdruck im Zusammenhang stehen. 
 
 OATP5 Familie 
 
OATP5A1(OATP-J) ist der einzige Vertreter der OATP5 Familie. SLCO5A1 ist auf 
das Chromosom 8q13.3 lokalisiert46 und besteht aus 848 Aminosäuren.  
OATP5A1 wird ubiquitär exprimiert und wurde auch in verschiedenen Tumoren 
(Leber, Knochen etc.) gefunden.65 
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 OATP6 Familie 
 
OATP6A1(OATP-I) ist das einzige bekannte Mitglied der Familie OATP6 41 und 
findet sich beinahe nur in den Hoden und besteht aus 719 Aminosäuren. Es wurde 
als Cancer/Testes Antigen in verschiedenen Tumoren, wie Lungentumoren 
beschrieben. SLCO6A1, ist auf dem Chromosom 5q21.1 lokalisiert.46 
 
2.4.4. Klassifikation und Nomenklatur der OATP : 
 
Mehr als 40% der Aminosäurensequenz der OATPs/Oatps sind identisch und 
stammen sie aus derselben Familie. Durch arabische Ziffern wird die 
Familienzugehörigkeit angegeben, beispielsweise die Familien OATP1, OATP2, 
OATP3, OATP4, OATP5 und OATP6. Mehr als 60% der Aminosäurensequenzen 
stimmen überein. Die Proteine einer Subfamilie werden mit Buchstaben bezeichnet 
wie zum Beispiel die Subfamilien OATP1A, OATP1B, OATP1C, OATP2A, OATP2B 
und OATP3A mit den zusätzlichen arabischen Ziffern Beim Auftreten mehrerer 
Proteine innerhalb einer Subfamilie werden zusätzlich arabische Ziffern 
entsprechend der Chronologie der Identifikation vergeben wie Oatp1a1, OATP1A2 
und Oatp1a3. 
Als erstes wird die Superfamilie durch „OATP“ („SLCO“) für humane Vertreter und 
durch „Oatp“ („Slco“) für die Proteine (Gene) der Nagetiere genannt, gefolgt von der 
Nummer, die die Familie kennzeichnet, der Bezeichnung der Subfamilie durch einen 
Großbuchstaben bei den humanen Vertretern und durch einen Kleinbuchstaben für 
die Vertreter der Nagetiere und einer fortlaufenden arabischen Nummerierung der 
Proteine (Gene). 
Das neue Klassifikations-System enthält viele Vorteile, die die phylogenetischen und 
molekularen Beziehungen aller Gene und Proteine berücksichtigen können.66 
 
2.4.5. Funktion und Regulation der OATP-Familie 
 
OATPs regulieren die zelluläre Aufnahme einer großen Anzahl an endogenen 
Komponenten und klinisch relevanten Wirkstoffen. 
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Von den 11 humanen OATPs wurden die OATP1B1, 1A2, 1B3 und 2B1 bezüglich 
Pharmakokinetik am häufigsten untersucht und am besten charakterisiert. OATP1A2 
dürfte für den Übergang seiner Substrate durch die duodenale Wand in den 
Blutkreislauf verantwortlich sein. OATP1B1, 1B3 und 2B1 sind hauptsächlich an der 
Membran der kleinen Blutgefäße der Hepatozyten (Sinusoid) lokalisiert und 
vermitteln den Einstrom ihrer Substrate aus dem Blut in die Hepatozyten. Dies 
scheint, zusätzlich zur Metabolisierung bzw. billiärer Exkretion ein wichtiger Schritt in 
der fortschreitenden Eliminierung von Wirkstoffen zu sein.67 
Etliche Studien haben gezeigt, dass Modifikationen in den OATPs 
pharmakokinetische Änderungen hervorgebracht und das Ausmaß 
pharmakologischer und toxikologischer Effekte verändert haben. Diese funktionellen 
Veränderungen beeinflussen nicht nur die Wirkstoffkonzentration im Blut, und damit 
die Bioverfügbarkeit des Substrates, sondern auch die Toxizität. Verminderte 
Transportkapazität in den Hauptausscheidungsorganen Leber und Niere führt zu 
einer erhöhten Plasmakonzentration und damit zu einer erhöhten Wirkstoffexposition 
zu den anderen Organen. Erhöhte Wirkstoffkonzentrationen im Gewebe kann infolge 
erhöhter Aufnahmeaktivität bzw. vermindertem Efflux der modifizierten Transporter 
beobachtet werden. 
 
 
Tabelle 2 : OATP-Transporter und ihre Lokalisation
68
   
 
Proteinbezeichnung Genbezeichnung Lokalisation Substrat 
OATP1A2 SLCO1A2 Gehirn, Niere, Leber, 
Darm Ziliarkörper, 
Gallensalze, organische 
Anionen 
Arzneistoffe 
OATP1B1 SLCO1B1 Gallensalze, organische 
Anionen ,Leber 
Arzneistoffe 
OATP1B3 SLCO1B3 Leber, Krebszelllinien, 
Gallensalze, 
organische Anionen 
OATP1C1 SLCO1C1 Gehirn, Hoden, Darm, 
Niere 
T4, T3, rT3, BSP 
OATP2A1 SLCO2A1 ubiquitär Prostaglandine 
OATP2B1 
 
SLCO2B1 Leber, Plazenta, 
Ziliarkörper, Darm 
Estron-3- Sulfat, 
DHEAS, BSP, 
Arzneistoffe 
OATP3A1 SLCO3A1 Hoden, Herz, Gehirn, 
Ovar 
Estron-3-Sulfat, 
Prostaglandin 
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OATP4A1 SLCO4A1 ubiquitär Taurocholat,T3, 
Prostaglandin E2 
OATP4C1 SLCO4C1 Niere Digoxin, Ouabain, 
Schilddrüsenhormone,
Methotrexat 
OATP5A1 SLCO5A1 - - 
OATP6A1 SLCO6A1 Hoden - 
 
 
 
2.5. OATPs und Krebs 
 
OATPs sind auch in verschiedenen Tumorgeweben zu finden, z. B. im Magen-, 
Pancreas-, Brust-, Lungen-, Leber- und Kolonkarzinom, wobei auch andere 
Forschungsergebnisse gezeigt haben, dass das Expressionsmuster in den einzelnen 
Tumoren zwischen den einzelnen Untergruppen variiert.  
Manche OATPs zeigen eine vermehrte Expression, andere wiederum eine 
verminderte. Zum Beispiel wird das leberspezifische OATP1B3 in gastrointestinalen 
Tumoren, bei Brust- und Prostatakrebs hoch exprimiert, während es im normalen 
Gewebe nicht nachweisbar ist.62 Nicht abzustreiten ist, dass OATPs in ihrer Funktion 
als Aufnahmetransporter Chemotherapeutika in die neoplastischen Zellen befördern. 
Dadurch sind sie wesentlich am Ansprechen der Chemotherapie in der Behandlung 
von Karzinomen beteiligt, wobei dies auch für die eventuell auftretenden 
Nebeneffekte gilt. 64, 69 Wie das Transportsystem der OATPs genau abläuft, ist in der 
Forschung von eklatanter Bedeutung, weil diese in zahlreichen malignen Tumoren, 
mehr oder minder stark ausgeprägt, vorhanden sind, so etwa OATP1A2, OATP3A1, 
OATP4A1/4C1 und OATP5A1 in Brustkrebs. Wie bereits erwähnt, sind daher OATPs 
sehr gut geeignet zytotoxische Stoffe (Methotrexat und Paclitaxel) in die 
entsprechenden Regionen zu befördern, wobei sich dafür OATP1A2, OATP1B1 und 
OATP1B3 besonders eignen. Allerdings darf nicht unerwähnt bleiben, dass neben 
den angeführten Substanzen auch Hormone und Wachstumselemente in die 
betreffenden Zellen gelangen können. Das wiederum kann zu einem unerwünschten 
Wachsen des Tumors führen und zählt daher zu einer der eher unerwünschten 
Nebenwirkungen.70 
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3. Material und Methoden 
3.1 Patientenkollektiv und Probenmaterial 
 
Die Untersuchungsreihe umfasst Gewebsproben von Patientinnen mit 
Ovarialkarzinomen, die durch ein von der EU gefördertes Programm (FP6-Projekt 
„OVCAD - a silent killer“)  untersucht wurden. Sie stammen von Patientinnen in 
unterschiedlichem Tumorstadium und histologischem Differenzierungsgrad der 
Tumore. Bei Routineoperationen wurden die Präparate entnommen und das Gewebe 
wurde in der pathologischen Abteilung des Krankenhauses untersucht. Teile der 
Gewebsproben, die nicht für die Diagnose benötigt wurden, wurden für 
Forschungszwecke zur Verfügung gestellt.  Die Einwilligung der Patienten für die 
Verwendung der Gewebe für Forschungszwecke wurde eingeholt. Auch das Votum 
der Ethikkommission liegt vor. 
 
Tabelle 3: Patientencharakterisierung und Klassifikation nach Figo. 
 
 Patientinnen  Histologie FIGO Klassifikation pT pN M 
1 1868/06  seröser  Tumor IIIC G3 3c N1 MX 
2 2038/08  ?      
3 2076/06  
 
seröser  Tumor IIIC G2 3c N1 MX 
4 2149/07  seröser  Tumor IIA G2 2a   
5 2302/08  endometroider 
Tumor 
IIIC G1 1c   
6 2461/08  seröser  Tumor IV G3 3c   
7 3020/07  seröser  Tumor IIIC G3 3c   
8 3625/08  ?      
9 4196/06  endometroider 
Tumor 
IIB G2 2b N1 M0 
10 4960/06  seröser  Tumor IIIC G2 3c N1  
11 5584/07  seröser Tumor IIIB G3 3b N1  
12 6187/08  seröser  Tumor      
13 5881/06  seröser  Tumor IIIC G3 3c NX MX 
14 684/08  seröser  Tumor IIIC G2 3c N0  
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FIGO: Einteilung der Tumorstadien nach FIGO  
PT: Tumorstadium 
PN: Einteilung nach Befall der Lymphknoten (N1: Tumorzellen in den Lymphknoten nachweisbar, 
N0:Tumorzellen in der Lymphknoten nicht nachweisbar). 
M: Fernmetastasen, M0: nicht nachweisbar, M1: Fernmetasten, MX: keine Aussage möglich 
G: Grading, G1: gut differenziert, G23: mäßig differenziert, G3: weitgehend undifferenzierter Tumor 
 
Die Tabelle  zeigt die Histologie, das FIGO-Stadium und die histologische 
Klassifikation. 
 ?: keine Daten bekannt. 
 
 
3.2. Immunfluoreszenzmikroskopie 
3.2.1. Prinzip 
 
Die Immunfluoreszenzmikroskopie erlaubt es, in mikroskopischen Präparaten 
zytologisch bzw. histologisch bestimmte Proteine nachzuweisen. Dazu werden 
Antigene mit einem Antikörper (Immunglobulin) markiert und durch einen 
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt an den Erstantikörper oder an einem Zweitantikörper, 
der dann gegen den Erstantikörper gerichtet ist. Dadurch wird ermöglicht,  Zellen 
(z.B.: Tumorzellen) die unterschiedliche Proteinmarker tragen, zu identifizieren. 
 
3.2.2. Direkte Methode 
 
Ein Antikörper wird mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert. Danach wird er mit 
einem Gewebeantigen zur Reaktion gebracht. Da nur ein Antikörper benötigt wird, 
kann diese Vorgangsweise schnell durchgeführt werden. Der Nachteil ist hingegen, 
dass oft die Stärke des Signals nicht ausreichend ist. Deshalb wird dieses Verfahren 
eher selten durchgeführt. 
 
15 7226/07  seröser  Tumor IIIC G3 3c NX  
16 7414/07  seröser  Tumor IIIC G3 3c NX  
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3.2.3. Indirekte Methode 
 
Diese ist zweistufig und soll die Intensität des Signals verstärken. Zuerst wird das 
Antigen vom primären Antikörper gebunden. Danach wird der erste Antikörper durch 
den sekundären Antikörper, der wiederum markiert ist, detektiert. Daraus resultiert 
eine Verstärkung des Signals. Dies erfolgt deshalb, weil an den primären Antikörper 
mehrere sekundäre Antikörper anbinden können.  
In der sogenannten „Sandwich-Methode“ erhält der Sekundär-Antikörper eine 
Fluoereszenzfarbstoffmarkierung. Die Kosten werden reduziert, da auf die 
beschriebene Art viele, unterschiedliche Experimente ermöglicht werden. Manchmal 
geschieht es, dass mit dem spezifischen Signal auch Signale im Hintergrund 
zunehmen.71 
 
3.2.4. Antikörper 
 
 Polyklonale Antikörper erkennen verschiedenen Epitope eines Antigens. 
Dabei wird den Versuchstieren (Ratte, Maus, Ziege) ein bestimmtes 
Protein oder Peptid oft mit einer Trägersubstanz inokuliert. In der Folge 
entwickelt das Säugetier eine Immunreaktion und es werden spezifische 
AK  gegen das injizierte Protein gebildet. Diese können dann aus dem 
Serum isoliert werden oder das Serum wird verwendet. 
 Monoklonale Antikörper erkennen ein bestimmtes Epitop des Antigens. 
Zur Herstellung werden die Tiere zunächst immunisiert. Wenn sie 
Antikörper gegen das gewünschte Protein oder Peptid entwickelt haben, 
nimmt man aus deren Lymphknoten bzw. der Milz, B-Zellen. Diese Zellen 
werden immortalisiert und zwar durch Fusion mit Krebszellen. 
Anschließend werden diese Zellen in den Zellkulturen so verdünnt verteilt, 
sodass pro Well nur eine Zelle ist. Diese Zellen teilen sich und die Klone, 
die aus der einen Zelle hervorgehen, produzieren die gewünschten 
Antikörper. 
 Synthetische Antikörper werden in vitro mithilfe von Mikroorganismen 
(z.B.: E.coli) hergestellt. 
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3.3. Immunfluoreszenzfärbung 
 
Mehrere Schritte sind zur Durchführung erforderlich: 
 
1. Das „Antigen-Retrieval“ an den Paraffinschnitten dient dazu, die durch Fixierung 
verdeckten Epitope freizulegen. 
2. Blockieren für unspezifischen Bindungsstellen. 
3. Inkubation mit dem Erst-Antikörper. 
4. Inkubation mit dem Zweit-Antikörper. 
5. Zellkernfärbung mit DAPI(4′,6-Diamidin-2-phenylindol,Flourezenzfarbstoff/ La 
Roche, Basel, CH). 
6. Einbetten der behandelten Proben. 
 
 Durchführung der Immunfluoreszenzfärbung 
 
Paraffinschnitte werden zunächst bei 60° für etwa 25 Minuten im Brutschrank 
getrocknet und anschließend entparaffiniert. Dann wird eine Rehydratisierung 
durchgeführt. 
Zunächst müssen die verschiedenen Waschschritte in der Alkoholreihe erfolgen: 
 
 Xylol 3x 10min (Merck.Darmstadt,DE) 
 EtOH 100% 2x 5 min (VWR International, West Chester, Pennsylvania, USA) 
 EtOH 96% 1x 5 min 
 EtOH 70% 1x 5 min 
 EtOH 50% 1x 5 min 
 EtOH 30% 1x 5 min 
 
Anschließend werden die Schnitte mit PBS (phosphate buffered saline) mit 0,1% 
Tween (Merck, Darmstadt, DE) gespült, und zwar dreimal je 5 Minuten. Im 
Dampfgarer wird das Plastikgefäß, in dem sich die verschiedenen Schnitte befinden, 
und ebenso der heiße Citratpuffer für 15 Minuten erhitzt. Die Epitope werden dadurch 
freigelegt. Nun muss nochmals mit PBS gespült werden. 
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Nach einer Trocknung mit einem Tuch wird das Gewebe mit einem Fettstift (Dako-
Pen, DAKO, Glostrup, Dänemark) eingerahmt und beschriftet.  
Wesentlich ist, dass der Gewebeschnitt mit dem DAKO-Pen geteilt wird: der größere 
Anteil dient zur „Positivkontrolle“ und der kleinere Teil zu „Negativkontrolle“. Es ist 
Schnelligkeit geboten, um eine Austrocknung des Gewebes zu vermeiden. 
Die gesamten Gewebeschnitte werden jetzt mit „Blocking Puffer“, der ein Detegenz 
enthält, bedeckt und eine 30 min bei 20°C  in einer „feuchten Kammer“  inkubiert.  
Durch das Detergenz können die Zellmembranen für die Antikörperlösungen 
durchlässig gemacht (permeabilisiert) werden. Unspezifische Bindungsstellen an den 
Proteinen werden durch die BSA-Lösung geblockt. Es wird verhindert, dass sich 
Antikörper unspezifisch an Gewebsbestandteile binden. Durch Schrägstellung der 
Objektträger kann die Lösung abrinnen und das Präparat kann mit Zellstoff abgetupft 
werden.  
Die Inkubationszeit wird dazu genützt, um die entsprechenden Primärantikörper zu 
verdünnen. Dies geschieht mit einer 5% BSA-Lösung. In einer Minizentrifuge werden 
die primären und sekundären Antikörper fünf Minuten, bevor sie verwendet werden, 
zentrifugiert (bei 14 000 rpM und 4° C).  
 
Bei einer negativen Kontrolle wird 5% BSA (Bovine serum albumin) an Stelle des 
Erstantikörpers aufgetragen und bei der positiven Kontrolle werden primäre 
Antikörper mit 5% BSA verdünnt. Je nach Bedarf werden die Gewebeschnitte mit 
dem Erstantikörper eine Stunde bis 16 Stunden bei 4° im Kühlraum inkubiert.  
Nach dieser Inkubationszeit werden die Gewebeschnitte aus dem Kühlraum 
genommen und dreimal je 10 Minuten mit PBS-Tween (0,1%) gewaschen, um die 
Antikörperlösung mit den nicht-gebundenen Antikörper zu entfernen.  
Bevor die weiteren Schritte gesetzt werden, müssen die Präparate abgedunkelt 
werden, da die fluoreszenzmarkierten Antikörper lichtempfindlich sind.  
 
Nun wird der sekundäre Antikörper auf die Gewebeschnitte aufgebracht werden. Die 
Inkubationszeit ist nun kürzer (bis zu einer Stunde). Dann erfolgt ein dreimaliger 
Waschschritt (je 10 Minuten mit PBS-Tween).  
Die Gewebeschnitte müssen jetzt getrocknet werden und anschließend wird DAPI 
(4`,6- Diamidin-2-phenylindol) aufgebracht, wodurch die Zellkerne sichtbar gemacht 
werden (Kernfärbung).  
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Es wird 8 Minuten inkubiert und zwar in einer „dunklen, feuchten“ Kammer. Der blaue 
Fluoreszenzfarbstoff DAPI (La Roche, Basel, CH) bindet sich selektiv an die DNA.  
Nach einer weiteren Waschung (3x mit PBS mit Tween) folgt ein letzter Waschschritt 
in Aqua bidest. Nach dem Trocknen der Präparate werden zwei Tropfen Mowiol 
aufgetragen.  
 
Nun muss das Gewebe mit einem Deckglas bedeckt werden.Die gefärbten Präparate 
werden nun im „Axioploan 2 Mikroskop“ (Carl Zeiss, Jena, D) untersucht und mittels 
einer eingebauten Digitalkamera (Axio Cam HRc2 Color CCD Digitalkamera / 
Axiovision 4.6 Software) fotografiert.  
 
 
Tabelle 4: Überblick der Immunfluoreszenzfärbungen 
 
Primärantikörper  
Primär-Antikörper Firma /Produktnummer Tiere Verdünnung 
OATP3A1-goat Santa Cruz Biotechnology  USA/ 
ARP43934_P050 
Kaninchen 1:20 
OATP4A1-rabbit Atlas Antibodies AB (0,17mg/ml)Stockholm,SE/ 
sc-51169 
Ziege 1:50 
OATP5A1-rabbit Atlas Antibodies AB (0,06mg/ml) Stockholm,SE 
/ HPA 025062 
Kaninchen 1:50 
CD34 Thermo Fisher Scientific, (Rockford USA) / MS-
363-P0 
Maus 1:50 
CK19-rabbit Thermo Fisher Scientific ,(Rockford USA) /MS-
394-P 
Maus 1:500 
 
Sekundärantikörper 
 
Sekundärantikörper Firma Verdünnung 
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG Invitrogen (Carlsbad, CA,USA) 1:1000 
Alexa Fluor® 568 Goat Anti-Mouse IgG Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) 1:1000 
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3.3.1. Immunofluoreszenzmikroskopie – Doppelfärbung 
 
Das Ziel ist, mehrere Antigene die sich in derselben Zelle oder in denselben 
Kompartimenten befinden, nachzuweisen. Dafür verwenden wir verschiedene 
Primärantikörper, die aus verschiedenen Tieren stammen (z.B. Maus und 
Kaninchen). 
Wir unterscheiden eine sequentielle und eine parallele Doppelfärbung. Bei ersterer 
müssen zuerst der erste Primär-Antikörper und dann der gegen diesen gerichtete 
Sekundär-Antikörper aufgetragen werden. Nach der Aufbringung von 5%iger BSA 
(Blockpuffer) auf die Gewebeschnitte, damit die übrigen unspezifischen  
 
Bindungsstellen (diese wurden durch den Erst-Antikörper nicht besetzt) blockiert 
werden, tragen wir den zweiten Primär- und Sekundär-Antikörper auf. 
Bei der parallelen Doppelfärbung muss gleichzeitig gefärbt werden, was bedeutet, 
dass beide Primärantikörper zugleich auf die Ovarialkarzinomschnitte verwendet 
werden. Wichtig ist auch, dass die Gewinnung der Erst-Antikörper aus verschiedenen 
Spezies erfolgt ist. Zum Schluss muss noch eine Färbung mit einem passenden 
Sekundär-Antikörper gemacht werden. Ein Teil der gefärbten Ovarialschnitte wird im 
Tissue FAXs (Tissue Gnostics GmbH; 20x Objektiv) weiter untersucht. 
 
Mit den tabellarisch angeführten Antikörpern wurden Doppelfärbungen 
vorgenommen. 
 
Tabelle 5: Ovarialkarzinomgewebeproben, die für die Immunofluoreszenzdoppelfärbung 
verwendet werden.  
 
 
Patient Histologie FIGO-Stadium Histologischer Klassifikation 
1223L/05/06 seröser  Tumor IIIC G2 
2466Z/2/06 seröser Tumor IIIC G2 
2778K/2/06 seröser Tumor IIIC G2 
3034Z/3/06 endometroider  Tumor IIIB G2 
3355F/2/06 ?   
3468X/2/06 endometroider  Tumor IV G3 
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350M/1/07 seröser  Tumor IIC G2 
374M/2/07 ?   
1971R/1/07 ?   
 
Die Tabelle  zeigt die Histologie, das FIGO-Stadium und die histologische 
Klassifikation. 
 ? keine Daten bekannt. 
 
 
 
3.4. Herstellung von verwendeten Lösungen und Materialien 
  Für die Herstellung eines 10-fachen PBS („phosphate buffered saline“) 
 
Verwendete Reagenzien: 
 
 2,0 g KCl (Endkonzentration 2,7 mM)/( Merck,Darmstadt,DE) 
 80,1g NaCl (Endkonzentration 137 mM)/( Merck,Darmstadt,DE) 
 2,1g KH2PO4 (Endkonzentration 1,5 mM)/( Merck,Darmstadt,DE) 
 14,4g Na2HPO4*2 H2O (Endkonzentration 8,1 mM)/( Merck,Darmstadt,DE) 
 
Die oben genannten Salze werden in 800ml Aqua bidest gelöst und sollten einen pH-
Wert von 7,4 ergeben. Nach Überprüfung des pHs, wird die Lösung mit Aqua bidest 
auf 1000ml ergänzt. Die Lagerung des fertigen PBS erfolgt bei 4 Grad. 
 
3.4.1. Citratpuffer 
Um einen Citratpuffer herzustellen verwendet man zwei verschiedene 
Stammlosungen. 
 
 Citronensaure-monohydrat (C6H8O7.H20; Merck 244; 210,14 g/mol) , 
 Trinatriumcitrat-dihydrat (C6H5O7Na3.2H2O; Sigma C-8532, 294,10 g/mol) 
 
Diese werden in Verhältnis 1:10 in Aqua Bidest verdünnt und dann wird der pH-Wert 
auf 6 eingestellt. 
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3.4.2. Herstellung von 5% BSA/PBS 
 
In ein vorbereitetes Falcon-Röhrchen wird, 0,5 g BSA gegeben und dann wird mit  
PBS auf 10 ml aufgefüllt. Die fertige Losung wird bei -20 Grad aufbewahrt. 
 
3.4.3. Mowiol 
 
Bei Mowiol 4-88 (Calbiochem, USA) handelt es sich um einen Polyvinylalkohol, mit 
stark klebenden Eigenschaften. Mowiol selbst fluoresziert relativ wenig und ist daher 
in der Fluoreszenzmikroskopie gut einsetzbar. 
Zur Herstellung der Mowiollösung werden 6 g Glycerol (87%) und 2,4 g Mowiol 4-88 
vermischt. Dann wird 6 ml Aqua bidest hinzugefügt, die Mischung wird gevortext und 
anschließend bei Raumtemperatur für zwei Stunden geschüttelt. 
12 ml 0,2 M Tris/ HCl, pH 8,5 und 0,02 % Natriumazid werden dann der Lösung 
beigemengt und diese wird für drei Stunden in einem Wasserbad (50°) inkubiert. 
Nicht gelöste Bestandteile werden durch Zentrifugieren (5000 rpm, 15 Minuten) 
entfernt. Um das Resultat zu optimieren, werden die Lösungsmittel mittels einer 
Spritze durch einen Filter (0,45 µm Porenweite) gepresst. Die Aufbewahrung erfolgt 
in Eppendorf Röhrchen (je 1 ml). 
 
3.5.  Fluoreszenzmikroskopie 
 
3.5.1. Prinzipielles 
 
Um zu fluoreszieren, müssen die Fluorochrome durch Licht mit einer bestimmten 
Wellenlänge angeregt werden. Die Elektronen werden dadurch angeregt und 
absorbieren dabei Photonen. Wenn sie von dem höheren Energieniveau auf ihr 
Ausgangsenergieniveau zurückzukehren, wird die Energie freigesetzt, die vorher 
genommen  wurde.  
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Die Energie wird aber nicht nur als Licht  freigesetzt und so hat das ausgesendete  
Licht  weniger Energie das Anregungslicht. Energieärmere Lichtstrahlung hat aber 
eine weitere  Wellenlänge und daher ist die Farbe des Lichtes anders als bei jenem, 
das mehr Energie besitzt. Das bedeutet, dass die Anregung mit kurzwelligem Licht, 
die Emission von längerwelligem Licht erfolgt. 
Im Epifluoreszenzmikroskop kommen als Lichtquelle entweder ein Laser, aber auch 
eine Quecksilberdampflampen um Einsatz.  
 
Letztere Zeigt eine Emission im ganzen sichtbaren Spektum und im UV-Bereich, 
während Laser Licht einer definierten  Wellenlänge abgibt.  
Die für die Exzitation des Fluorchroms zur Anregung notwendige Wellenlänge, wird 
aus dem Spektrum mit optischen Filtern herausgefiltert. Das einfarbige Licht wird auf 
das Präparat fokussiert, worauf Fluorochrome im Präparat angeregt werden. Das 
Objektiv sammelt das ausgesendete  Fluoreszenzlicht.  Der im Strahlengang 
befindliche Farbteiler trennt das emittierte Signal vom Exziationssignal und leitet es in 
das Okular weiter. Durch eine Kamera und elektronische Verstärker kann die 
Emission auf einem Computer aufgezeichnet werden. 
 
3.5.2. Durchführung 
 
Es wird ein Fluoreszenzmikroskop (der Fa. Zeiss) für Epifluoreszenz verwendet, das 
mit einer speziellen Kamera (AxioCam) und einem Software-Programm (AxioVisio 
Release 4.6.3, Fa.Zeiss, Oberkochen, Deutschland) ausgestattet ist. Da die Gefahr 
der Ausbleichung der Präparate zu groß ist, soll der Raum abgedunkelt sein. Je nach 
Fragestellung wird eine 10x, 20x oder 40x Vergrößerung (Objektive) verwendet. 
 
3.6. Immunhistochemie 
3.6.1. Allgemeines 
 
Die Immunhistochemie (IHC) gibt dem Untersucher die Möglichkeit, bestimmte 
Proteine anhand spezifischer Antikörper in Gewebeschnitten mittels einer 
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Farbreaktion nachzuweisen. Damit können die gesuchten Antigene am 
histologischen Schnitt sichtbar gemacht werden. Die Primärantikörper, die gegen das 
gesuchte Antigen gerichtet sind, binden mit ihrem F(ab)-Fragment an bestimmte 
Epitope in den Proteinen. Antigene können in der Zellmembran, im Zytoplasma oder 
auch in subzellulären Fraktionen mittels einer Antigen/Antikörperreaktion 
nachgewiesen werden.  
 
3.6.2. Prinzip  
 
Damit die Antikörper an das passende Antigen binden können, muss der 
Gewebeschnitt (3-5μm) mit Antikörpern gegen das Antigen geprobt werden. Das 
Epitop muss durch ein „Antigenretrival“, z.B. durch Erhitzen mit DEEP-9 Buffer, 
freigelegt werden. Um die Bindung des Antikörpers nachzuweisen, muss der 
Antikörper/Antigenkomplex sichtbar gemacht werden.  
Wie in der Immunfluoreszmikroskopie verwendet man einen "primären" Antikörper 
entweder „direkt“ markiert, etwa indem man einen Farbstoff daran bindet, oder 
„indirekt“, indem man ein Enzym an den Antikörper bindet.  
Meistens verwendet man markierte Antikörper und einen nicht-markierten primären 
Antikörper. Das sind Enzym-gekoppelte Antikörper, deren Antigen Immunglobuline 
der Tierart sind, aus der der erste Antikörper stammt. Wenn nun die gesuchten 
Antigene mit einem Erst- AK aus der Maus inkubiert wurden, verwendet man einen 
entsprechenden sekundären Anti-Maus Ig-Antikörper.  
Bei einer Zusammenführung von Antigenen, Erst- und Zweit-Antikörpern, versehen 
mit Enzymen, und schließlich dem Substrat/Chromogen, ergibt dies eine 
Farbreaktion.  
 
Bei den häufig verwendeten Peroxidase-gekoppelten Antikörpern wird 
Wasserstoffperoxid als Substrat angeboten. Ursprünglich ist das Chromogen farblos. 
Dieses wird von den frei werdenden Protonen zu einem farbigen Endprodukt oxidiert. 
Gebräuchliche Chromogene sind DAB (3,3'-Diaminobenzidin), das ein braunes 
Endprodukt und AEC (3-Amino-9-ethylcarbazol), das ein rotes Endprodukt bildet. 
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3.6.3. Material und Reagenzien 
 
- Ultra Vision Lp Detection system HPR Polymer& DAB Plus Chromogen Kit (Thermo 
Fisher Scientific, USA) 
 Ultra V Block 
 Primary Antibody Enhancer 
 Horseradish peroxidise Polymer (HPR) 
 3,3' Diaminobenzidine Plus Substrate (DAB Plus Substrat) 
 3,3' Diaminobenzidine Plus Chromogen DAB Plus Chromogen (DAKO, 
Glostrup, DK) 
 DEPP-9 Buffer als Antige-Retrival Reagenz (la roche) 
 DAKO-Pen 
 Primäre Antikörper 
 Sekundäre Antikörper 
 Hematoxylin (DAKO, Glostrup, DK) 
 5% Bovine serum albumin(BSA) (SIGMA-ALDRICH Handels GmbH) 
 Phosphate buffered saline(PBS) 
 Tween 20 
 Microscopy Aquatex (Merck) 
 Deckgläser 
 Xylol 
 100% Ethanol (EtOH) 
 
Durchführung 
 
Die Ovarialkarzinomschnitte werden entparaffiniert, indem man sie kurz in Xylol 
taucht und anschließend mit 100% Ethanol behandelt. In einem Plastikgefäß werden 
DEPP-9 Puffer vorbereitet (1:20) und in der Mikrowelle erhitzt. Die Flüssigkeit darf 
nur leicht sieden und auf keinen Fall schäumen. Die Gewebeproben kommen dann in 
die ausgekühlte Lösung und verbleiben dort etwa 10 Minuten. Im nächsten Schritt 
werden die Schnitte aus der Lösung genommen. Diese werden mit der Dako-Pen in 
zwei Teile geteilt.  
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Für 7 Minuten wird das Ultra Blocking Reagenz auf die Gewebeproben gegeben, um 
die unspezifischen Bindungsstellen zu blockieren.  
Anschließend werden die Gewebe in einer „feuchten Kammer“ mit den 
Erstantikörpern inkubiert (Anti-SLCO5A1 Rabbit (verd. 1:20); SLCO3A1 Rabbit (verd. 
1:50) und Anti-SLCO4A1 Rabbit (verd. 1:50).  Als nächstes wird die  Gewebeschnitt 
je drei Minuten gewaschen wird (PBS Tween 0,1%).  
Gleich darauf erfolgt die Aufbringung der Sekundären AK. Hernach wird wieder 3x 
gewaschen und man gibt für zehn Minuten etwa einen Tropfen (80 µl) AB Enhancer 
auf die Gewebeschnitte. Dann muss wiederum 3x drei Minuten mit PBS Tween 
(0,1%) gewaschen werden. Hierauf wird HRP-Polymer (lichtempfindlich) auf das 
Präparat gegeben und das wird dann in eine vorbereitete Box gelegt. Nach 15 
Minuten wird wieder gewaschen (3X3 Minuten mit PBS Tween 0,1%). 
 
In einem Eppendorfröhrchen wird 1 Tropfen (40 µl) DAP Plus Chromogen und 2ml 
DAP Plus Substrat im Verhältnis 1: 50 gemischt. Nach der Aufbringung der Lösung 
auf die Gewebeschnitte wird das Präparat sieben bis zehn Minuten ruhen gelassen. 
Nun zeigt sich daran eine Braunfärbung. Nach einem weiteren Waschen mit Aqua 
bidest wird Hematoxylin zugefügt, um die Kerne zu färben.  
Nach höchstens einer Minute wird mit Leitungswasser für etwa fünf Minuten 
gewaschen. Nach dem Abtropfen des Präparats wird ein Tropfen Aquatex 
(Eindeckmittel zur Konservierung) aufgebracht und die Schnitte  werden  mit  einem 
Deckglas vorsichtig  abgedeckt.  
 
Nachdem die Gewebeschnitte nun eine Nacht trocknen konnten, werden sie im 
Mikroskop untersucht (Axioplan 2 Mikroskop, der Axio Cam HRc2 Color CCD 
Digitalkamera und der Autovision 4.6 Software). Für Aufnahmen wird eine über 
AxioVision gesteuerte Axio-Cam HR Kamera verwendet. Hellfeld-Aufnahmen wurden 
mit einer PixeLINK und der AndorIQ Software(Carl Zeiss Vision GmbH, Aalen, D) 
durchgeführt. 
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3.7. Tissue FAXS-Analyse  
 
Mit dem TissueFAXS System und der entsprechenden Software(TissueGnostics 
GmbH, Wien, AT) ist die automatisierte Analyse von Zellen in Geweben, Zellkulturen 
und Suspension möglich. Der TissueFAXS ist ein automatisiertes mikroskopisches 
System für quantitative Immunhistochemie und die quantitative Multi-Channel-
Fluoreszenz.72 
 
3.7.1. TissueFAXS-Scanning und Auswertungssystem 
 
Über ein automatisiertes Mikroskop (Zeiss Axio Imager.Z2), ausgestattet mit einem 
Scanningtisch für 8 Objektträger, können Digitalisierungen histologischer Präparate 
vorgenommen werden. Dabei erfolgt eine Routine-Digitalisierung mit einem 20x-
Objektiv. Detailliertere Bilder sind mit einem 40x Objektiv möglich. 72 
 
 
Bestandteile des Systems: 
Aquisition der Bilder erfolgt entweder 
 im Auflicht- oder Durchlichtmikroskop. 
 im Fluoreszenzmikroskop. 
 unter Verwendung der TissueFAXS Software. Dabei werden automatisch, 
sowohl durch Immunhistochemie, als auch durch Immunfluoreszenz gefärbte 
Präparate mikroskopiert, und es wird eine quantitative Analyse der Färbe bzw. 
Fluoreszenzintensitäten erstellt. 
 
Weitere Software zur Auswertung: 
 HistoQuest 2.0 Software für die  Untersuchung  von immunhistochemischen 
Färbungen. 
 TissueStitching: Das Zusammenfügen verschiedener Gesichtsfelder am 
Präparat „fields of view“ FOVs) erfolgt durch die entsprechende Software. 
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Damit kann das eng vernetzte System heterogener Zellen in Organen und Geweben 
des Körpers vergrößert dargestellt werden. Zelluläre Parameter (z.B. Zellgröße, 
Proteinexpression) können quantitativ in einer Vielzahl von Zellen analysiert werden. 
Dies ermöglicht ein besseres Verständnis von krankhaften Veränderungen (z.B. 
Tumoren) auf molekularer Ebene, eine Voraussetzung dafür, dass sowohl  
Diagnostik, als auch und Therapie verbessert werden können. 
 
Protokoll für die Durchführung von TissueFAXS: 
 
1. Die Objektträger mit den gefärbten Präparaten werden gereinigt (mit 70% 
Ethanol), getrocknet und in die Halterung eingespannt. 
2. Das Mikroskop wird eingeschaltet und auf dem Touchscreen wird die Kalibrierung 
des Mikroskoptisches gesteuert. 
3. Nach dem Aufrufen des Programmes werden alle wichtigen Informationen und 
Befehle eingegeben und es wird zunächst eine Präparate vorschau durchgeführt. 
4. Dann wird ausgewählt, welche Regionen aufgenommen und gespeichert werden 
sollen. Am Monitor erscheinen dann die Aufnahmen der ausgewählten Präparate. 
5. Diese werden dann in das externe Speichermedium exportiert, um dort 
ausgewertet zu werden. 
3.8. HistoQuest (Cell Analysis Software) 73 
 
Histo Quest ist eine innovative Software zur Identifikation von Einzelzellen im 
Gewebe. Die Software erlaubt es, gefärbte Zellen auf Grund von bis zu neun 
verschiedenen Parametern, wie z. B. Form, Durchmesser, Streuung, Farbton und 
Farbintensität zu analysieren. Innerhalb eines Schnitts wurden verschiedene 
„Regions of interest (RIOs)“ definiert, wobei Tumorareale und Bindegewebsareale 
getrennt analysiert werden können. 
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Mit Hilfe von Scattergrammen (analog zum FACS Zellsorter) werden die Ergebnisse 
(Zellzahl, Zellgröße, Intensität) in Form von Dotblots und Tabellen angezeigt. 
Schließlich wird die Intensität der Emission verwendet, um die OATP-Expression für 
eine bestimmte Anzahl von Zellen oder eine Fläche zu ermitteln. Die Ergebnisse 
werden statistisch ausgewertet und Daten werden mit den Patientendaten korreliert. 
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4. Ergebnisse  
 
Die vorliegende Diplomarbeit beschäftigt sich dem Nachweis von Proteinen aus der 
Familie der „Organischen Anionen transportierenden Polypeptide“ (OATPS) in 
Ovarialkarzinomen. Untersucht wurden die ubiquitär vorkommenden Transporter 
OATP3A1 (OATP-D), OATP4A1 (OATP-E) und OATP5A1 (OATP-J). Weiters wurde 
untersucht, ob diese Proteine in Cytokeratin 19 (CK19)-positiven epithelialen Zellen 
und in CD34-posiitven Endothelzellen vorkommen. Diese Fragestellungen wurden 
mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie und der Immunhistochemie an 
in Paraffin-eingebetteten, Formaldehyd-fixierten Gewebeschnitten von Patientinnen 
mit Ovarialkarzinomen untersucht. Die Untersuchungen wurden im Rahmen  des FP-
6-geförderten Forschungsprojektes (OVCAD) durchgeführt und von der dafür 
zuständigen Ethikkommission der Med. Uni Wien genehmigt.  
 
4.1. Nachweis von OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie.  
 
Eine Liste der verwendeten Präparate ist in der Tabelle 6 angeführt. Dabei wurden 
epitheliale Tumore, das heißt Tumore, die von den Oberflächenepithelzellen 
ausgehen, untersucht. Das Oberflächenepithel entwickelt sich aus dem Müller‘ schen 
Epithel und entspricht in seiner Morphologie dem peritonealen Mesothel.  
Es wurden 11 seröse Tumore, die sich vom Oberflächenepithel ableiten und 2 
endometroide Tumore, die vom sekundären Müller System ausgehen, untersucht. 
Alle Patientinnen, die Krebs im  fortgeschrittenen Stadium hatten,  hatten einen 
mäßig bis schlecht differenzierten Tumor.  
 
Zum Nachweis der OATPs 3A1, 4A1, und 5A1 wurden polyklonale Antikörper gegen 
die entsprechenden OATPs verwendet. Die Kerne erscheinen nach der DAPI 
Färbung in blauer Farbe, während OATPs durch einen grün-fluoreszierenden 
Antikörper und die zellulären Marker durch einen rot-fluoreszierenden Antikörper 
detektiert werden.  
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Wenn eine Überlappung der Expression der OATPs mit einem zellulären Marker 
erfolgt, so ergibt sich eine gelb-orange Färbung.  
Zellen mit epithelialen Eigenschaften wurden mit Hilfe eines AK, der gegen CK19 
gerichtet war, identifiziert. 
Die Ovarialkarzinomzellen, die anfänglich CK19 als epithelialen Marker exprimieren, 
machen, während der Tumorprogression, eine Umwandlung in Zellen mit 
mesenchymalen Markern durch (EMT). So werden sie CK19 negativ und exprimieren 
Vimentin. EMT ist ein physiologischer Vorgang während der Embryonalentwicklung 
und kann unter bestimmten Umständen, z.B. bei Krebs, reaktiviert werden. Hier 
kommt es auch zur EMT. Epithelzellen verlieren bei der EMT ihre epithelialen 
Eigenschaften und wandeln sich in mesenchymale Zellen um. Dabei werden die 
Kontakte zu anderen Zellen gelöst, wodurch die Zellen mobil werden. Sie können die 
Basalmembran durchqueren: Diese Mobilität ist wichtig, um eine Metastasierung des 
Tumors zu gewährleisten. Die Zellen können sich dann in anderen Organen 
ansiedeln.  
Um die Gefäße zu kennzeichnen und auch zu beurteilen, wurde das 
membranständige Protein CD34 als Marker verwendet. Da Tumore zum 
Aufrechterhalten des Stoffwechsels zahlreiche neue Gefäße ausbilden, ist bei 
manchen Tumoren, die Neoangiogenese auch ein prognostischer Marker für das 
Fortschreiten des Tumors.  In den histologischen Schnitten ist deutlich erkennbar, 
dass die Tumore stark vaskularisiert sind.  
 
Tabelle 6 : Klinische Parameter der Proben von Ovarialkarzinomen 
 
Probe Histologie FIGO Histologische 
Klassifizierung 
PT PN M 
1868/06 seröser Tumor IIIC G3 3c N1 MX 
2076/06 seröser Tumor IIIC G2 3c N1 MX 
2149/07 seröser Tumor IIA G2 2a   
2302/08 endometroider 
Tumor 
IIIC G1 1c   
2461/08 seröser Tumor IV G3 3c   
3020/07 seröser Tumor IIIC G3 3c   
4196/06 endometroider IIB G2 2b N1 M0 
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Tumor 
4960/06 seröser Tumor IIIC G2 3c N1  
5584/07 seröser Tumor IIIB G3 3b N1  
5881/06 seröser Tumor IIIC G3 3c NX MX 
684/08 seröser Tumor IIIC G2 3c N0  
7226/07 seröser Tumor IIIC G3 3c NX  
7414/07 seröser Tumor IIIC G3 3c NX  
 
FIGO: Einteilung der Tumorstadien nach FIGO  
PT: Tumorstadium  
PN: Einteilung nach Befall der Lymphknoten (N1: Tumorzellen in den Lymphknoten nachweisbar, 
N0:Tumorzellen in der Lymphknoten nicht nachweisbar).  
M: Fernmetastasen, M0: nicht nachweisbar, M1: Fernmetasten, MX: keine Aussage möglich  
G: Grading, G1: gut differenziert, G23: mäßig differenziert, G3: weitgehend undifferenzierter Tumor  
 
4.2. Nachweis von OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1:  
 
OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 werden mittels eines polyklonalen Rabbit 
Antikörpers und eines ALEX Fluoro 488-gekoppleten Anti-rabbit Antikörpers 
nachgewiesen. Durch die Doppelimmunfluoreszenz werden in den dargestellten 
Gewebeproben CK19 und CD34 durch spezifische primäre Antikörper (Maus) und 
einen an Alexa 565-gekoppelten Zeitantikörpers sichtbar. Die Kerne erscheinen nach 
der DAPI Färbung in blauer Farbe. Die Aufnahmen wurden mit einer 40-fachen 
Vergrößerung durchgeführt.  
Negativkontrollen wurden mit einem Spezies-spezifischen IgG oder Serum von nicht-
immunisierten Kaninchen oder Mäusen, anstelle des Erstantikörpers, und unter der 
Verwendung des jeweiligen Sekundär-Antikörpers durchgeführt. Dadurch kann die 
Spezifität der Färbung sichtbar gemacht werden. In den Negativkontrollen zeigten 
sich Keinerlei Strukturen, sondern nur eine diffuse Hintergrundfärbung im grünen und 
im roten Kanal.  
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4.2.1. Nachweis von OATP 3A1 in Paraffinschnitten von Ovarialkarzinomproben  
 
 
Seröses Ovarialkarzinom  
 
 
 
Abb. 5: Bild einer Tumorprobe von einem serösen Ovarialkarzinom.(einer Figo Stadium IIIC 
Patientin) 
 
Das Tumorgewebe weist eine gute, bis mäßige Differenzierung auf.  Es wurden ein Antikörper 
gegen OATP3A1 und ein Antikörper gegen Cytokeratin 19 verwendet. Nach Anwendung der 
entsprechenden sekundären Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörper wurden der 
Transporter und das Zytoskelett durch Rot- und Grünfärbung sichtbar. 
a) im überlagerten Bild zeigt sich, dass in den durch CK19 rot gefärbten Zellen epithelialen 
Ursprungs auch OATP3A1 lokalisiert ist. Dies ergibt eine gelb- bis orange Färbung der Zellen. 
b) durch Hoechst 33258 blau gefärbte Zellkerne; c) CK19-Färbung; d ) OATP3A1-Färbung.  
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Bei Abbildung 5 wurde an einem Gewebeschnitt (Figo Stadium IIIC) von einem 
serösen Ovarialkarzinom die OATP3A1 Expression mittels 
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. Zellen mit einem epithelialen Charakter 
wurden durch einen Antikörper gegen CK 19 identifiziert. 
 
 
Endometroides Ovarialkarzinom 
 
 
 
Abb. 6: Nachweis von OATP 3A1 in einem endometroiden Ovarialkarzinom.  
 
 
a) Die orange bis gelbe Färbung zeigt an, dass OATP3A1 (grün) in den durch CK19 rot 
gefärbten epithelialen Zellen lokalisiert ist. Im Stroma sind die blau gefärbten Zellkerne der 
Bindegewebszellen sichtbar. Dort findet sich OATP3A1 gelegentlich in den Immunzellen. Beide 
Bilder zeigen relativ gut differenzierte Tumoren.  
b) Im ausgedehnten Bindegewebe zeigt sich eine Überlappung von OATP3A1 (grün) und 
Cytokeratin 19 (rot) durch eine deutliche gelb-orange Färbung. Sie ist stärker ausgeprägt, als 
in den einschichtigen Epithelien in a) und c). 
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Diese beiden Tumore sind weitgehend dedifferenziert (G3).  In Bild d) kann man sehen, dass  
einige der im Bindegewebe liegenden Immunzellen auch eine OATP3A1 Grünfärbung 
aufweisen (Pfeile). 
 
 
Ein Ausschnitt ist in Abbildung 6 zu sehen. Es ist deutlich sichtbar, dass in diesem 
Ovarialkarzinom, OATP3A1 in den Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert ist.  
Die Grünfärbung durch den Antiköper gegen OATP3A1 gibt in den Zellen, die durch 
den Antikörper gegen CK19 rot gefärbt sind, im überlagerten Bild eine gelb-orange 
Färbung. Im Bindegewebe findet sich eine einzelne runde Zelle, die nur eine grüne 
OATP3A1 Färbung aufweist und dem Immunsystem zuzurechnen ist. 
 
 
 
4.2.2. Nachweis von OATP4A1 in Paraffinschnitten von Ovarialkarzinomproben  
 
 
 
Abb. 7: Bilder von einem serösen Tumor einer Patientin im Figo Stadium IV . 
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Das Tumorgewebe weist eine schlechte Differenzierung (G3) auf. Es wurden ein Antikörper 
gegen OATP4A1 und ein Antikörper gegen Cytokeratin 19 verwendet. Nach Anwendung der 
entsprechenden sekundären Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörper wurden der 
Transporter und das Zytoskelett durch Rot- und Grünfärbung der Zellen lokalisiert.  
a) Im überlagerten Bild zeigt sich eine deutliche Unterscheidung zwischen den rot gefärbten 
Zellen epithelialen Ursprungs (CK19-posiitv) und den grün-gefärbten Zellen, die den 
Transporters tragen. Nur wenige Zellen (Pfeile) weisen eine orange Färbung durch die 
Überlappung von Cytokeratin 19 und OATP4A1 auf. b) Kerne c) CK-19-posiitve Zellen d) 
OATP4A1 Nachweis in den Zellen. 
 
 
Wie OATP3A1, so wurde auch OATP4A1 in verschiedenen Oavarialkarzinomproben 
untersucht.  
Abbildung 7 zeigt, ist in einem Schnitt von einem gut differenzierten Ovarialkarzinom 
von einem serösen Tumor einer Figo Stadium IV Patientin, OATP4A1 besonders in 
den Zellen, die kein CK-19 exprimieren, nachzuweisen. Die Grünfärbung durch den 
Antikörper gegen OATP4A1 ist vor allem in Immunzellen im Stroma sichtbar. 
 
 
 
Abb. 8 : Bilder von einem endometroiden und serösen Tumor einer Patientin( Figo Stadium III).  
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Das Tumorgewebe weist eine relativ gute Differenzierung auf.  Es wurden ein Antikörper gegen 
OATP4A1 und ein Antikörper gegen das Cytokeratin 19 verwendet. Nach Anwendung der 
entsprechenden sekundären Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikörper wurden der 
Transporter und das Zytoskelett durch Rot- und Grünfärbung der Zellen lokalisiert.  
In den überlagerten Bildern zeigt eine deutlich Unterscheidung zwischen den rot gefärbten 
Zellen epithelialen Ursprungs (CK19-posiitv) und den grün-gefärbten Zellen, die den 
Transporters tragen. Nur wenige Zellen (Pfeile) weisen eine orange Färbung durch die 
Überlappung von Cytokeratin 19 und OATP4A1 auf. 
 
In Abbildung 8: Bild a) wird von Gewebeschnitte endometroider Tumoren und die 
Bilder b) bis d) werden von Gewebeschnitten seröser Tumoren von Patientinnen mit 
FIGO Stadium IIIC gezeigt. Dabei sind in den Bilden a) und b) gut differenzierte 
Tumoren zu sehen, wären die Tumorproben in den Bildern (c und d) eine schlechtere 
Differenzierung zeigen. Es wurde jeweils ein Antikörper gegen OATP4A1 und ein 
Antikörper gegen Cytokeratin 19 verwendet.  
Nach Anwendung der entsprechenden sekundären Fluoreszenzfarbstoff-markierten 
Antikörper (Allexa 488 und Alexa 565) wurden der Transporter und das Zytoskelett 
durch Rot- und Grünfärbung nachgewiesen. In den vier Bildern, die durch 
Überlagerung der Bilder, die in den Fluoreszenzkanälen mit Filtern unterschiedlicher 
Wellenlänge (blau: Kerne, rot: CK-19, grün: OATP4A1) aufgenommen wurden, zeigt 
sich eine geringe Überlappung der Färbungen in den Präparaten a) und b). Das 
zeigt, dass OATP4A1 in den Zellen epithelialen Ursprungs (CK-19 positiv, rot gefärbt) 
und OATP4A1 (Grünfärbung) nur in einigen Zellen gemeinsam exprimiert werden. 
Die meisten CK-19 positiven Zellen exprimieren den Transporter nicht.  
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4.2.3. OATP5A1 Expression in histologischen Schnitten von Ovarialkarzinomen  
 
 
 
Abb. 9: Bild einer Tumorprobe (seröses Ovarialkarzinom) von einer Figo Stage IIC Patientin.  
 
Das Tumorgewebe ist mäßig undifferenziert (G2).  
Es wurden ein Antikörper gegen OATP5A1 und ein Antikörper gegen das Cytokeratin 19 
verwendet. Nach Anwendung der entsprechenden sekundären Fluoreszenzfarbstoff-markierten 
Antikörper wurden der Transporter und das Zytoskelett durch Rot- und Grünfärbung 
nachgewiesen.  
a) Im überlagerten Bild zeigt sich eine Überlappung der rot markierten Zellen epithelialen 
Ursprungs und des grün- gefärbten Transporters vor allem in den Drüsen-artigen Strukturen in 
der Bildmitte. Eine gelb bis orange Färbung ist in diesen Zellen deutlich (wie im Bild a gezeigt).  
b) durch Hoechst 33258 blau gefärbte Zellkerne c) Rot: Zytoskelett, d ) Grün: OATP5A1, (40-
fache Vergrößerung) 
 
Wie Abbildung 9 zeigt, ist die zelluläre Lokalisation von OATP5A1 ähnlich der von 
OATP5A1. 
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Der Transporter ist in den Zellen epithelialen Ursprungs durch die Grünfärbung 
nachzuweisen. Die Grünfärbung durch den Antiköper gegen OATP5A1 in einigen 
Zellen ist deutlich sichtbar. Auch die Zellen, die durch den Antikörper gegen CK19 
rot-gefärbt sind, sind erkennbar. Eine gelb-orange Färbung durch die Überlappung 
von OATP5A1 und CK19 ist  in ungefähr  50 % der Gesamtzahl und vor allem in der 
drüsenartigen Struktur in der Bildmitte (im Bild a) sichtbar. Die Überlappung in den 
CK-19-posiitven Zellen mit OATP5A1 ist durch Pfeile angezeigt. 
 
 
 
Abb. 10: Nachweis von OATP5A1 in CK-19 positiven Ovarialkarzinomen. 
 
 Es wurden Präparate von zwei verschiedenen Patientinnen (a, b: endometroides Karzinom/ 
 c, d: seröses Karzinom) untersucht.  
a, b) zeigen ein endometroides Karzinom, bei dem kaum eine Überlappung zwischen OATP5A1 
und CK19 sichtbar ist. (c) ein Blutgefäß im Tumor mit eingeschlossenen Erythrozyten ist 
sichtbar. Die Endothelzellen weisen eine grüne OATP5A1 Färbung auf. (d) eine schwache 
Überlappung (orange bis gelbe Färbung) von OATP5A1 mit CK-19 ist im serösen Karzinom 
sichtbar.  
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Abbildung 10: zeigt Bilder von histologischen Schnitten endometroider und seröser 
Schnitte von Ovarialkarzinomen. In a und b wird ein endometroides Karzinom 
gezeigt. Es weist eine G2 mäßige Differenzierung auf. Die Patientinnen waren im 
Stadium IIC und IIIC. Nachdem die AK mit sekundären Fluoreszenzfarbstoffen 
markiert worden waren, konnten der Transporter OATP5A1 in Grün und das 
Zytoskelett in Rot nachgewiesen werden. Nur in Bild d wird eine schwache 
Überlappung in gelber bis orange Färbung deutlich. Die Bilder in a und b zeigen ein 
endometroides Karzinom, bei dem kaum eine Überlappung zwischen OATP5A1 und 
CK-19 sichtbar ist. 
In der Abbildung  c) ist ein Blutgefäß im Tumor mit eingeschlossenen Erythrozyten 
sichtbar. Die Endothelzellen, die das Gefäß auskleiden, weisen eine grüne OATP5A1 
Färbung auf. Eine schwache Überlappung (orange bis gelbe Färbung) ist im serösen 
Karzinom sichtbar (d). Auch bei diesem Präparat sind die meisten Zellen negativ für 
OATP5A1.  
 
4.3. Immunhistochemische Färbung der OATPs in den 
Ovarialkarzinomen  
 
Um die Transportproteine in den Gewebeproben auch mit einer zweiten Methode 
nachzuweisen, wurden immunhistochemische Studien an Gewebsschnitten von 
Ovarialkarzinompatientinnen durchgeführt. Nach einer Behandlung mit einem DEPP-
9 Puffer zur Entfernung des Paraffins und dem Freilegen des Epitops, wurden die 
Schnitte mit dem Primärantikörper geprobt. Nach der Behandlung mit dem Enzym-
markierten Sekundärantikörper wurde die Antikörperbindung durch das DAB 
Chromogen sichtbar gemacht. Die Nuklei wurden in den histologischen Schnitten 
mittels Hämatoxylin blau gefärbt.  
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Beschreibung der in der Arbeit untersuchten Ovarialkarzinomproben:  
 
 Proben zum Nachweis von OATP3A1  
 
Ovarialkarzinomschnitte der Patientinnen, Bild a)und b) zeigen jeweils einen serösen 
Tumor.  
Die Patientinnen befanden sich im Figo IIIC Stadium. Bei den Gewebeproben der 
Patientinnen c) und d) handelte es sich um seröse Tumoren mit einem schlechten 
Differenzierungsgrad.  
 
 Proben zum Nachweis von OATP4A1  
 
Ovarialkarzinomschnitte der Patientinnen zeigen jeweils seröse Tumore. Die 
Patientinnen befanden sich im Figo IIIC.  
Anders als bei dem endometroiden Tumor der Patientin Bild a), der gut differenziert 
war, war bei den übrigen Tumoren eine schlechte Differenzierung des Gewebes 
festzustellen.  
 
 Proben zum Nachweis von OATP5A1  
 
Ovarialkarzinomschnitte der Patientinnen a), b) und c) zeigten seröse Tumoren. Die 
Patientinnen waren im Stadium IIa-c (nach Figo). Die Tumore waren mäßig bis 
schlecht differenziert. Mäßig differenziert (G2) war ein Tumor von einer im Stadium 
IIB befindlichen Patientin. Es handelte sich um einen endometroiden Tumor der 
Patientin Bild d)  
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4.3.1. Nachweis von OATP3A1 an histologischen Schnitten von 
Ovarialkarzinomen 
 
 
Abb. 11: Nachweis von OATP3A1 bei vier verschiedenen  Patientinnen mit Ovarialkarzinomen.  
 
a) Die Braunfärbung zeigt eine Lokalisation von OATP3A1 in den Tumorzellen in einem Grad 2 
Ovarialkarzinom an.  
b) Das Bild zeigt einen serösen Tumor, der schlecht differenziert ist. OATP3A1 findet sich in 
hoher Konzentration den Tumorzellen.  
c) OATP3A1 findet sich in den deutlich sichtbaren Epithelstrukturen (Pfeil). Dazwischen 
befinden sich Stromazellen, die eine gute Immunreaktion mit dem Antikörper gegen OATP3A1 
zeigen. In den umgebenden Bindegewebszellen zeigt die Braunfärbung der lang gestreckten 
Fibroblasten an, dass diese Zellen ebenfalls OATP3A1 besitzen. Die Kerne aller Zellen sind 
blau gefärbt. Pfeile: OATP3A1 (braune Färbung) in den Karzinomzellen und 
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Bindegewebszellen. Es zeigen sich auch hier einzelne Epithelialzellen, die aus dem 
Gewebsverband ausgetreten sind (aus der Färbung ersichtlich). Vergrößerung: 40 fach.  
d) Negative Kontrolle  
 
Der Nachweis von OATP3A1 wurde, wie in Abbildung 11 gezeigt, bei vier 
verschiedenen Patientinnen mit Ovarialkarzinomen durchgeführt. Die Braunfärbung 
zeigt eine Lokalisation von OATP3A1 in den Tumorzellen in einem Grad 2 
Ovarialkarzinom an (linkes Bild). Die Ovarialkarzinomzellen weisen deutlich sichtbare 
Epithelstrukturen im rechten Bild auf und sind durch OATPO3A1 braun gefärbt. 
Dazwischen befinden sich Stromazellen, die durch den Antikörper gegen OATP3A1 
ebenfalls braun gefärbt sind. In den umgebenden Bindegewebszellen zeigt die 
Braunfärbung der lang gestreckten Fibroblasten an, dass diese Zellen ebenfalls 
OATP3A1 besitzen. Die Kerne aller Zellen sind blau gefärbt.  
 
4.3.2. Nachweis von OATP4A1 bei histologischen Schnitten von 
Ovarialkarzinomen 
 
 
Abb. 12: Nachweis von OATP4A1 bei zwei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen  
 
a) Das Bild zeigt einen endometroiden Tumor (Figo IIIC). Am Schnitt sichtbar ist ein gut 
differenziertes Gewebe mit gelegentlicher Braunfärbung der Zellen durch OATP4A1  
b) Das Bild zeigt einen serösen Tumor, der schlecht differenziert ist. OATP4A1 zeigt  sich hoch  
Konzentriert in den Tumor- und Stromazellen  
Vergrößerung: 40 fach. 
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Der Nachweis von OATP4A1 bei zwei verschiedenen Patientinnen mit 
Ovarialkarzinomen zeigt eine Lokalisation von OATP4A1 in Tumor- und 
Stromazellen. 
Die Patientin (Figo IIIC) mit einem endometroiden Tumor ist nur schwach positiv für 
OATP4A1. In der Abbildung 12 zeigt sich ein gut differenziertes Gewebe mit 
gelegentlicher Braunfärbung durch OATP4A1. In der Probe der Patientin mit einem 
serösen Tumor mit schlechter Differenzierung, ist OATP4A1 in den Tumor- und 
Stromazellen in hoher Konzentration nachweisbar. 
 
 
 
Abb. 13: Nachweis von OATP4A1 bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen. 
 Im linken Bild ist ein Follikel zu sehen. rechtes Bild: Deutlich erkennbares Gefäß mit einem 
Erythrozyten. OATP4A1 ist in den Granulosazellen, den Endothelzellen und in den Fibroblasten 
zusehen.  
 
Wie in Abbildung 13 ersichtlich, ist OATP4A1 in den Theakzellen, Endothelzellen, die 
die Gefäße auskleiden, und in den Fibroblasten im Tumorstroma nachweisbar. Auch 
Immunzellen, die im Tumorstroma sichtbar sind, exprimieren diesen Transporter. 
Dabei ist eine zytosolische Färbung vorherrschend.  Nur  selten sieht man  
Tumorzellen, in denen eine  Membranfärbung vorhanden ist. (40x Vergrößerung).  
 
 
 
 
 
70 
 
4.3.3. Nachweis von OATP5A1 bei histologischen Schnitten von 
Ovarialkarzinomen 
 
 
Abb. 14: Nachweis von OATP5A1 bei Patientinnen mit serösen Ovarialkarzinomen.  
 
(a) Die starke Braunfärbung des Tumorgewebes zeigt, dass OATP5A1 in den Tumorzellen stark 
exprimiert ist. (b) Membranfärbung der Tumorzellen im Ovarialgewebeschnitt und in den 
Stromazellen. (c) Epithelstrukturen und dazwischen liegende Stromazellen weisen eine 
deutliche Braunfärbung durch OATP5A1 auf. (d) Im schlecht differenzierten Tumorgewebe 
finden sich nur vereinzelt OATP5A1 positive Zellen. 
 
In Abbildung 14, Bild a und b handelt es sich jeweils um Paraffinschnitte von einem 
serösen Tumor. Die Patientin war im Figo-Stadium IIIC. Die starke Braunfärbung des 
Tumorgewebes zeigt, dass OATP5A1 in diesen Tumoren stark exprimiert ist. Eine 
Membranfärbung der Tumorzellen zeigt sich in diesem Ovarialgewebeschnitt.  
OATP5A1 findet sich auch in den Stromazellen bei dem Tumor einer anderen 
Patientin.  
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Epithelstrukturen und dazwischen liegende Stromazellen weisen eine deutliche 
Braunfärbung durch OATP5A1 auf. Im schlecht differenzierten Tumorgewebe einer 
weiteren Patientin dagegen finden sich nur vereinzelt OATP5A1 positive Zellen. 
 
 
 
Abb. 15: Nachweis von OATP5A1 bei Patientinnen mit serösen und endometroiden 
Ovarialkarzinom.  
 
a) In der Abbildung sichtbar ist ein seröser Tumor (Figo-Stadium IIIC), der schlecht oder 
differenziert ist (G3). OATP5A1 findet sich in den Tumorzellen des Ovarialgewebes, aber auch 
Stromazellen. Im Gegensatz dazu ist das endometroide Tumorgewebe in Bild b) nur mäßig 
durch den Antikörper gegen OATP5A1 gefärbt. In den dazwischen-liegenden Stromazellen ist 
OATP5A1 nicht nachweisbar.  
 
 
4.3.4. Analyse der OATP5A1 Expression in einer Tumorprobe mittels 
TissueFAXS und HistoQuest  
 
Um eine quantitative Analyse des Gehalts an OATP5A1 in einen Ovarialkarzinom zu 
erhalten, wurde zunächst eine Gesamtübersicht Abbildung 16 und Abbildung 17 über 
die Tumorpräparate im TissueFAXS erstellt. Dann wurden Tumor- und 
Stromaregionen markiert und die Braunfärbung, die durch OATP5A1-
Antikörperkomplex entsteht, wurde mittels der HistQuest Software analysiert. Die 
Ergebnisse wurden dann statistisch ausgewertet.  
Wie in Abbildung 16 ersichtlich, wurde die ausgewählte Region (ROI) 6, die im 
Stroma liegt, vermessen. Sie hat eine Fläche von 0.8079 mm2. 
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 Durch die Software wird jede Zelle durch ihren blau gefärbten Zellkern erkannt und 
in jeder Zelle wird die Intensität der Braunfärbung, die die OATP5A1 Expression 
anzeigt, gemessen. Für die OATP5A1 negativen Zellen wurde eine Korrektur nach 
Analyse der Schnitte, die als Negativ-Kontrolle dienten, durchgeführt. Es zeigte sich, 
dass ca. 72% der Tumorzellen OATP5A1 exprimieren. 
 
 
 
Abb.16: TissueFAXS und TissueQuest Analyse der OATP5A1 Expression in den Tumorzellen 
einer Ovarialkarzinomprobe  
 
a) Dot Plot: Jede Zelle wird durch ihren blau gefärbten Zellkern erkannt und in jeder 
Zelle wird die Intensität der Braunfärbung durch den Antikörper gegen OATP5A1 
gemessen.  
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Für die OATP5A1 negativen Zellen wurde eine Korrektur nach Analyse der Schnitte, 
die als Negativkontrolle dienten, durchgeführt. Die Intensität der OATP5A1 Färbung 
der im oberen rechten Quadranten liegenden positiven Zellen wurde ermittelt.  
b) Histologischer Schnitt: OATP5A1 Nachweis in den Tumorzellen (Braunfärbung).  
 
c) Statistische Auswertung: Die 71.91% der Tumorzellen, die im oberen rechten 
Quandranten (UR) liegen, sind OATP5A1 positiv. 
 
 
Abb.17: Analyse der OATP5A1 Expression in den Stromazellen mittels TissueFAXS und 
TissueQuest  
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a) Histologischer Schnitt: OATP5A1 Nachweis in den Stromazellen (Braunfärbung).  
 
b) Dot Plot: Jede Zelle wird durch ihren blau gefärbten Zellkern erkannt und in jeder 
Zelle wird die Intensität der Braunfärbung durch den Antikörper gegen OATP5A1 
gemessen. Für die OATP5A1 negativen Zellen wurde eine Korrektur nach Analyse 
der Schnitte, als Negativ-Kontrolle dienten, durchgeführt. Die Intensität der OATP5A1 
Färbung der im oberen rechten Quadranten liegenden positiven Zellen wurde 
ermittelt.  
 
c) Statistische Auswertung: Nur 6,4% aller Stromazellen sind OATP5A1 positiv.  
Es zeigt sich, dass sich OATP5A1 in den Stromazellen dieses Tumorpräparats nur in 
wenigen Zellen nachweisen lässt. Nur 6,46% der Stromazellen exprimieren 
OATP5A1, während OATP5A1-positive Tumorzellen epithelialen Ursprungs ca. 72% 
der gesamten Tumorzellen ausmachen. 
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5. Diskussion  
 
Ziel der Diplomarbeit war es, die Expression von OATP3A1, OATP4A1 und 
OATP5A1 in Tumorpräparaten von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen zu 
untersuchen. Es wurden 36 Tumorpräparate von 32 serösen und 4 endometroiden 
Tumoren auf die Expression dieser OATPs untersucht. 
In Formaldehyd-fixierten Paraffinschnitten von Ovarialkarzinomen wurde OATP3A1 
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen. Um zu beurteilen, ob die 
Expression dieses Transporters in Zellen mit epithelialen Charakter nachzuweisen 
ist, wurde eine Doppelfärbung der Gewebeproben mit einem Antikörper gegen CK19 
durchgeführt.  CK19 stellt einen wichtigen Differenzierungsmarker der Epithelzellen 
im Ovar dar. Finden sich  OATP3A1 und CK-19 in denselben Kompartimenten, so 
ergibt die Überlagerung aus den grün-gefärbten OATP3A1 und dem rot gefärbten 
CK-19 eine orange bis gelbe Färbung der Zellstrukturen.  Dies wurde bei 2 
Präparaten beobachtet.   
OATP4A1 konnte sowohl in der Immunhistochemie, aber auch der 
Immunfluoreszenzmikroskopie in Zellen mit epithelialen Charakter und auch in 
Bindegewebszellen nachgewiesen werden. In der Immunhistochemie zeigte sich, 
dass OATP4A1 in den Membranen der Epithelzellen in 8 Präparaten sichtbar wurde. 
Die Lokalisation von OATP4A1 in den Membranen lässt darauf schließen, dass 
dieses OATP als Membrantransporter tätig ist. Man nimmt an, dass OATP4A1 
Substanzen aus dem endogenen Metabolismus, die für die Tumorzellen wichtig sind,  
in die Zellen transportiert. Dies könnten Hormone, Prostglandine oder Zytokine oder 
cyclische Nucleotide sein. Eine kürzlich veröffentlichte Studie über Kolontumoren hat 
gezeigt, dass OATP4A1 an der Regulation des Prostglandingehalt in den 
Tumorzellen beteiligt ist (Kleemann, 2012).  Dies könnte auch für das 
Ovarialkarzinom zutreffen.  
Zellen des Bindegewebes Beeinflussen das Wachstum der Tumorzellen 
möglicherweise, in dem Zytokinen und Chemokinen als Sekrete abgeben. Im 
Ovarialkarzinom können die Epithelzellen, die sich in den Inklusionszysten befinden, 
eine epitheliale –mesenchymale  Transition (EMT) durchmachen und sich dadurch 
ins Bindegewebe integrieren.  Bleiben sie aber als Epithelzellen bestehen, so werden 
sie häufig maligne und bilden einen Ausgangspunkt für den Tumor. In solchen 
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Epithelzellen wurde mittels Immunfluoreszenzmikroskopie und Immunhistochemie 
OATP5A1 nachgewiesen. Es zeigen sich aber keine relevanten Differenzen in der 
Expression zwischen den serösen und endometroiden Tumoren. Die CK 19 
Expression geht aber nicht immer mit einer gesteigerten OATP4A1 und OATP5A1 
einher. Auch bei nicht vollständig ausdifferenzierten epithelialen Zellen lassen sich 
die Transporterproteine OATP4A1 und OATP5A1 nachweisen. Daraus kann 
geschlossen werden, dass, diese Transporter Substenzen aus dem endogenen 
Metabolismus für die Zellen bereitstellen, die deren Überleben ermöglichen.  
 
Die in dieser Diplomarbeit gezeigten Daten lassen den Schluss zu, dass die starke 
Expression von OATP3A1, OATP4A1 und OATP5A1 in Tumorzellen von epithelialen 
Ovarialkarzinomen, für die Ausbreitung des Tumors wichtig sind.  Da diese 
Transporter auch die Aufnahme von Arzneistoffen ermöglichen, könnten die erzielten 
Ergebnisse auch für eine Verbesserung in der Chemotherapie wichtig sein. 
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6. Abbildungsverzeichnis  
 
Abb. 1 : Histologischer Aufbau des Ovars mit Entwicklung des Follikels. In der 
Abbildung werden hier die verschiedenen Stadien der Follikelreifung bis zum 
Eisprung und Gelbkörperbildung gezeigt.  
Abb. 2: Eierstockkrebs und seine Entstehun.  
Abb. 3: Ausgewählte Zytostatika als Substrate für OATPs.  
Abb. 4: Expression von OAPT-Familie und deren Mitglieder (OATP1A2, OATP1B1, 
OATP1B3 und OATP2B1), die in den gesunden Geweben, wie auch in den 
Tumorzellen vorkommen.  
Abb. 5: Bild einer Tumorprobe von einem serösen Ovarialkarzinom  
Abb. 6: Nachweis von OATP 3A1 in einem endometroiden Ovarialkarzinom  
Abb. 7: Bilder von einem serösen Tumor einer Patientin im Figo Stadium IV .  
Abb. 8: Bilder von einem endometroiden und serösen Tumor einer Patientin (Figo 
Stadium III).  
Abb. 9: Bild einer Tumorprobe (seröses Ovarialkarzinom) von einer Figo Stadium IIC 
Patientin.  
Abb. 10: Nachweis von OATP5A1 in CK-19 positiven Ovarialkarzinomzellen.  
Abb. 11: Nachweis von OATP3A1 bei vier verschiedenen Patientinnen mit 
Ovarialkarzinomen.  
Abb. 12: Nachweis von OATP4A1 bei zwei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen.  
Abb. 13: Nachweis von OATP4A1 bei Patientinnen mit Ovarialkarzinomen.  
Abb.14: Nachweis von OATP5A1 bei Patientinnen mit serösen Ovarialkarzinomen.  
Abb. 15: Nachweis von OATP5A1 bei Patientinnen mit serösen und endometeroiden 
Ovarialkarzinomen.  
Abb.16: TissueFAXS und TissueQuest Analyse der OATP5A1 Expression in den 
Tumorzellen einer Ovarialkarzinomprobe. 
Abb.17: Analyse der OATP5A1 Expression in den Stromazellen mittels TissueFAXs 
und TissueQuest. 
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